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OZET
KOLOREKTAL KANSER HASTALARINDA
KAZEIN ZIMOGRAFI VE IN SiTU KAZEIN ZIMOGRAFi YONTEMI iLE
MATRIKS METALLOPROTEINAZ-7 AKTIiVITESININ VE
LOKALIZASYONUNUN BELIRLENMESI

Didem KELES
Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
35340 inciralti-izmir

Giris: %380’1 kolonda, %20’si rektumda meydana gelen kolorektal kanser (KRK); basta
endiistriyel bat1 diinyas1 olmak {izere diinya genelinde akciger, prostat ve meme kanserinden
sonra 0liime neden en biiyiik kanserdir. Yapilan pek ¢ok calismada Matriks metalloproteinaz-
7’nin (MMP-7) diger MMP’lere gore tiimor progresyonunda daha dnemli bir rol oynadigz ileri
stiriilmektedir.

Amac: Bu calismanin amaci; KRK hastalarindan alinan tiimérli ve eslenik normal doku
orneklerinde MMP-7 ekspresyon (protein ve mRNA) diizeylerini ve MMP-7’nin aktif-latent
formlarin1 incelemek ve MMP-7’nin lokal endojen aktivasyonunu In Situ Kazein Zimografi
yontemiyle gosterebilmektir.

Materyal ve Yontemler: Calisma, 31 KRK hastasindan alinan kolorektal tiimor ve eslenik
normal dokularinda gergeklestirildi. MMP-7 mRNA ve protein ekspresyon diizeyleri Real
Time PCR ve ELISA teknikleriyle, MMP-7 lokalizasyonu ise immiinohistokimyasal boyama
ve goriintiileme analizi ile belirlendi. MMP-7"nin proteolitik aktivitesini belirlemek amaciyla
Kazein zimografi, lokal kazeinolitik aktiviteyi degerlendirmek amaciyla in situ kazein
zimografi teknigi kullanilmistir. Ayrica elde edilen sonuglar, tiimoriin klinikopatolojik
degiskenleri ile (cinsiyet, yas, timor yerlesimi, timdr boyutu, tiimor diferansiyasyonu,
histolojik tip, uzak metastaz, T-evre, N-evre, patolojik evre, perindral invazyon, lenfatik
invazyon, vaskiiler invazyon) ayr1 ayr1 karsilastirildi.

Bulgular: MMP-7 mRNA ekspresyonu tiimoral dokuda normal dokulara oranla istatistiksel
olarak anlaml yiiksek bulundu (p = 0,001). Ayrica mRNA ekspresyon diizeyleri, T evre ve P
evre ile pozitif korelasyon (r = 0,687 p = 0,005 ve r = 0,536 p = 0,04), yas ile negatif
korelasyon (r = -0,588 p = 0,021) gosterdi. Buna karsilik tiimor ve normal dokularda MMP-7



protein ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir fark belirlenmemistir (p = 0,636). MMP-7
protein diizeyleri ve klinikopatolojik degiskenler arasindaki iligki incelendiginde perindral
invazyon ile arasinda pozitif korelasyon belirlenmistir (r = 0,462 p = 0,010).
Immiinohistokimyasal boyama sonucu, tiimér dokularinda hiicre sitoplazmasi ve
membraninda boyama goriilirken, normal dokularda herhangi bir MMP-7 boyamasi
goriilmedi. Ek olarak, tiimor dokularinda normal dokulara gore daha yiiksek kazeinolitik
aktivite goriildii ve bu aktivitenin epitel bolgede daha yogun oldugu belirlendi.

Sonu¢: Elde edilen sonuclar MMP-7’nin kolorektal kanser gelisimde onemli bir rol
oynadigimi gostermektedir. Bundan dolayi, kolorektal kanserde yeni kemopreventif terapi
gelistirilmesinde MMP-7"nin hedef molekiil olarak se¢ilebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal Kanser, Matriks Metalloproteinaz-7, Kazein Zimografi, In
Situ Kazein Zimografi.
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ABSTRACT
DETERMINATION OF MATRIX METALLOPROTEINASE-7 ACTIVITY
AND LOCALIZATION WITH CASEIN ZYMOGRAPHY AND IN SITU CASEIN
ZYMOGRAPHY IN COLORECTAL CANCER

Didem KELES
Dokuz Eyliil University Health Sciences Institute
35340 Inciralti-izmir-TURKEY

Background: Colorectal cancer (CRC) that occurs at the percent in 80% of colon and 20%
in rectum is now the most common cause of cancer related deaths after lung, prostate and
breast cancer in Western world. There is increasing evidence to indicate that matrix
metalloproteinase (MMP)-7 plays a more important role in tumor progression than other
MMPs.

Aim: The aim of this study is to analyze MMP-7 expression (protein and mRNA) levels and
active-latent forms of MMP-7 in tumor and paired normal tissue samples that are taken from
colorectal cancer patients and to develop In Situ Casein Zymography technique for detection
of local endogen activation of MMP-7.

Material and Methods: Thirty-one colorectal tumor and paired normal tissue samples were
taken from patients with CRC. MMP-7 mRNA and protein expression levels were detected by
Real Time PCR and ELISA whereas MMP-7 localization was examined by
immunohistochemical staining and image analysis. Casein Zymography and In Situ Casein
Zymography methods were used to detect proteolytic activity of MMP-7 and to estimate local
caseinolytic activity, respectively. The results were compared with clinicopathological
variables (such as gender, age, tumor localization, tumor size, tumor differentiation,
histological type, distant metastasis, T-stage, N-stage, pathological stage, perineural invasion
and vascular invasion).

Results: MMP-7 mRNA expressions in tumor tissues were statistically higher than paired
normal tissues (p = 0.001). Furthermore mRNA expression levels were positively correlated
with T stage and P stage (r = 0.687 p = 0.005 and r = 0.536 p = 0.04) and negatively
correlated with age (r = -0.588 p = 0.021). In the results of immunohistochemical staining, it

was observed that there were cytoplasm and cell membrane staining in tumor tissues whereas



there was no MMP-7 staining in paired normal tissues. Unlike there were no significant
differences between tumor and paired normal tissues in MMP-7 protein expression levels
(p = 0,636). When it was analyzed the correlations between MMP-7 protein expression levels
of tumor tissues and clinicopathological variables, it was determined that protein expression
levels positively correlated with perineural invasion (r = 0.462, p = 0.010). In addition, it was
found that caseinolytic activity, localize epithelium region, was higher in tumor tissues than
the paired normal tissues.

Conclusions: Our results suggest that MMP-7 plays an important role in the progression of
human colorectal cancer. Therefore MMP-7 may be selected as a target molecule in the use of
new chemopreventive therapy in colorectal cancer.

Key Words: Colorectal Cancer, Matrix Metalloproteinase-7, Casein Zymography, In Situ
Casein Zymography.
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BIiRINCi BOLUM
1. GIRIiS ve AMAC

Kolorektal kanser (KRK); akciger, meme ve prostat kanserlerinden sonra en sik goriilen
dordiinci kanser tiirtidiir (1). Kanserden 6liimler siralamasinda ise KRK nedeniyle 6liimler
ticlincli sirada yer almaktadir (2). KRK’nin normal barsak epitelinden invaziv karsinomlara
dontisimii, 7-12 yil stirmektedir. Erken tarama tekniklerinin gelistirilmesiyle birlikte
giiniimiizde bu hastalik tedavi edilebilmektedir. Ancak KRK’dan 6len hastalarin ¢ogu bu
metastatik hastaliga yenik diismektedir. Diinyada her yil 900.000 yeni KRK teshisi konmakta
ve yaklasik 500.000 kisi bu hastaliktan 6lmektedir. Bu olgularin, % 9,4’iinii erkekler, %
10,1’ini kadinlar temsil etmektedir (3).

Normal epitelden karsinom olusumunda, bircok farkli genetik degisiklikler rol
almaktadir. Sporadik kolon kanserinde, ailesel formlarda oldugu gibi, adenomatdz polipozis
koli (APC) ve hatali eslesme tamir (MMR) genlerinde mutasyonlar goriilmektedir (4). Ayrica,
K-ras (5) ve B-katenin gibi onkojenlerde ve p53 (timér protein 53) (6) MCC (mutated in
colorectal cancer) (7) DCC (deleted in colorectal cancer) (8), DPC4 (deleted in pancreatic
cancer) ve nm23 (nonmetastatik gen 23) (9) gibi tiimor baskilayici genlerde de mutasyonlar
ve heterozigosite kaybi belirlenmistir.

Kolorektal kanser olusumunda genetik degisikliklerin  yan1  sira, matriks
metalloproteinazlar1 (MMP) da kapsayan bir¢ok gen upregiile edilmektedir. MMP’ler gesitli
ekstraseliiler matriks (ESM) bilesenlerini yikima ugratabilen ¢inko bagiml proteinaz ailesinin
bir iiyesidi. MMP’lerin aktivitesi temel olarak 1ii¢ adimda regiile edilmektedir;
transkripsiyonel diizeyde regiilasyon, enzimin inaktif zimojen formunun aktivasyonu ve kendi
doku inhibitorleri tarafindan inhibisyonu (10). MMP’ler; yap1, substrat spesifikligi ve hiicresel
lokalizasyonlarma gore kollajenazlar, jelatinazlar, stromelizinler, membran-tip MMP’ler
(MT-MMP), matrilizinler, makrofaj elastaz ve diger MMP’ler olmak tizere 7 smifa ayrilirlar
(11).

Matriks metalloproteinaz-7 (MMP-7); matrilizinler sinifinda yer alan, bazi timor
hiicreleri tarafindan asir1 eksprese edilen ve tiimoriin metastatik potansiyelini arttirdigi
diigtiniilen MMP ailesinin bir liyesidir. MMP-7; entaktin, laminin, jelatin, elastin, tip 1V
kollajen, fibronektin, agrekan ve proteoglikanlar1 igeren ESM bilesiklerine karsi genel bir

substrat spesifikligine sahiptir (12).



Bu ¢aligmada, KRK’l1 hastalardan alinan timorlii ve eslenik normal mukoza doku
orneklerinde, “Real Time PCR (Real Time Polimerase Chain Reaction- Gerg¢ek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu)” ve ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay- Enzim-
Bagli Immiinosorbent Analizi) teknigi ile MMP-7"nin mRNA ve protein ekspresyon
diizeylerinin ve “Immiinohistokimya” teknigi ile protein lokalizasyonunun belirlenmesi
planlandi. Ayrica aktif ve latent MMP-7 diizeylerini belirlemek i¢in “Kazein Zimografi”
yonteminin gelistirilmesi ve aktif MMP-7 lokalizasyonunun “In Situ Kazein Zimografi”
yontemiyle gosterilmesi amaclandi. Buna ek olarak, elde edilen sonuglarin timdriin
klinikopatolojik degiskenleri ile (cinsiyet, yas, timor yerlesimi, timor boyutu, timor
diferansiyasyonu, histolojik tip, uzak metastaz, T evre, N evre, patolojik evre, perindral

invazyon, lenfatik invazyon, vendz invazyon) ayri ayri karsilastirilmas: hedeflendi.



IKINCI BOLUM
2. GENEL BIiLGILER
2.1 KOLOREKTAL KANSER
% 80’1 kolonda, % 20’si rektumda meydana gelen kolorektal kanser (KRK); basta

endiistriyel bat1 diinyas: (6zellikle ABD, Avustralya, Yeni Zelanda) olmak iizere diinya
genelinde akciger, prostat ve meme kanserinden sonra en sik goriilen dordiincii ve Oliime
neden olan ti¢iincti biiyiik kanserdir. Yasam tarzinin degistirilmesi ve etkili miidahale sonucu
bati iilkelerinde KRK insidansi1 diismektedir, ancak Cin gibi yeni gelismekte olan tilkelerde,
ekonominin ilerlemesi ve eski bati-tarzi yasama adaptasyon nedeniyle bu iilkelerde KRK
insidansi artig gostermektedir.

Cevresel ve genetik faktorler, kolorektal karsinogenezin gelisiminde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Son yirmi yil igerisinde diger tiimorlere oranla KRK’nin molekiiler
mekanizmasi daha iyi anlagilmis olmasma ragmen, 6zellikle ileri evre KRK prognozu heniiz
aydmlatilamamustir. Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) programmin
veritabani analizlerine gore, KRK tanis1 alan hastalarda erken tan1 ve tedaviye bagl olarak; 5
yillik sag kalim orani, 1980’lerde % 56,5’ten, 1990’larda % 63,2’¢ yiikselmistir (13). Bu
artisin temel nedeni, KRK tanisinin hastaligin erken evresinde konulmasiyla iliskilidir. Ancak
ne yazik ki, KRK hastalarinin sadece % 10’unda erken teshis konulabilmektedir (14).

On yil once, tiimor lokasyonu temel alinarak (splenik fleksuraya yakin veya uzak
olmasina gore) KRK iki ayr1 gruba boliinmiistiir (15). Kanserin bu iki anatomik bolimii,
molekiiler genetik metabolik yolu bakimindan farkli bir predominans gostermektedir. Bu
bilginin ardindan “KRK’nin iki formu” hipotezi sayisiz ¢alismalarla desteklenmistir (16).
Giinitimiizde rektal kanser, genellikle kolon kanseri ile birlikte tartisiimaktadir ve bunun igin

“kolorektal kanser” terimi kullanilmaktadir.

2.1.1 Kahn Barsak Anatomisi

Ince barsak ile aniis arasinda yer alan kalin barsak; yaklasik 1,5 metre uzunlugunda
olup, biiyiik oranda su ve vitaminlerin (6zellikle K vitamini, B5 vitamini ve biyotin) geri
emiliminden ve feces olusumundan sorumludur. Kalin barsak; ¢ekum, kolon, rektum ve anal
kanal olmak iizere dort temel bolime ayrilir. Mezokolon adi verilen abdomenin viseral

periton uzantilariyla abdomenin posterior duvarina tutunmaktadir.



Ince barsagin ileumundan, kalin barsagm ¢ekum bélgesine agilan mukoz membrana
ileogekal valv adi verilir. Ince barsaktan kalin barsaga ileal materyallerin gecisi, bu valv
araciligiyla olmaktadir. Cekum, ileogekal valvin hemen ardindan gelir ve bir ucu kapali diger
ucu agik olan iki kola ayrilir. Birinci kol, vermiform apendiksin baglandigi bir ucu kapali olan
koldur, diger kol ise kolona acilir.

Kolon, haustra adi verilen ardisik keselerin olusturdugu bir tiipe benzemektedir.
Memelilerde kolon 4 bolimden olusmaktadir: ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon ve
sigmoid kolon. Cekumdan splenik fleksuraya (transvers ve inen kolonun baglant1 noktasi)
kadar olan kisma proksimal kolon (sag kolon), geri kalan kisma ise distal kolon (sol kolon)
ad1 verilir. Suyun ve vitaminlerin biiyiik bir kismi ¢ekum ve ¢ikan kolonda geri emilmektedir.
Sigmoid kolon, gastrointestinal sistemin son kismi olan 13-15 c¢cm uzunlugundaki rektuma
baglidir. Proksimal kolon, superior mezenterik arterden beslenirken, inferior mezenterik arter,
distal kolon ve rektumu desteklemektedir (17) (Sekil 1).

Transvers kolon

Splenik fleksura

Inferior mezenterik
arter

Sekil 1. Kalin barsagin anatomisi (18)



2.1.2 Kolon ve Rektum Histolojisi
Kolon ve rektum duvari 3 temel tabakadan olugsmaktadir (Sekil 2);

1. Mukoza

a) Epitel

b) Lamina propria

c) Muskularis mukoza

d) Submukoza
2. Kas tabakasi

a) Sirkiiler kas tabakas1

b) Longitudinal kas tabakasi
3. Seroza

Kolon mukozasinda, ince barsaktaki gibi villuslar bulunmamaktadir, bunun yerine
limene dogru wuzanan kolorektal kriptler (Lieberkiihn kriptalar1) adi verilen bezler
bulunmaktadir. Kolonik epitel ylizeyi, tek tabakali kolon hiicreleri kaplamaktadir ve temel
olarak iki hiicre tiirinden olusmaktadir. Bunlar; iyon ve su emiliminden sorumlu olan
absorptif hiicreler ve miisin sentezleyen ve depolayan goblet hiicreleridir. Ozellikle proksimal
kolonda, absorptif ve goblet hiicrelerinin yani sira salgi graniilleri igeren 6zellesmis endokrin
hiicreleri ve fonksiyonu heniiz bilinmeyen, eozinofilik salgi graniilleri igeren Paneth hiicreleri
de bulunmaktadir (19). Rektumda yiiksek konsantrasyonda endokrin hiicrelerinin bulunmasi,
rektum karsinomun yiiksek insidansi ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (20). Epitelin
hemen altinda epitel yiizeyini destekleyen kollajence zengin ince bir bazal membran bulunur.

Lamina propria, kriptler arasinda uzanir ve muskularis mukozaya ulasir. Lamina
propriada fibroblastlar, lenfositler, plazma hiicreleri, eozinofiller, makrofajlar ve mast
hiicreleri gibi ¢ok ¢esitli hiicre tiirleri bulunmaktadir.

Muskularis mukoza, diiz kas yapisindaki ince bir tabaka halindedir ve epitel ve lamina
propriay1 submukozadan ayirir. Muskularis mukozanin kasilmasi, normal fizyolojik siireclerin
(miisin sekresyonu, su ve elektrolitlerin emilimi gibi) devamliligini1 saglar. Submukoza,
lamina propria gibi lenfositler, fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri ve fibr6z dokudan
olugmaktadir (19). Rektum duvari genel yap1 olarak kolon duvarina benzer ve ayni tabakalar1

icermektedir. Farkl olarak, Goblet hiicre sayis1 kolondan daha fazladir ve bez yapilar1 da



kolondakilerden daha wuzundur. Ayrica endoskopik ultrasonografi ile yapilan

goriintiilemelerde kolon duvar kalinligmnim rektuma oranla daha ince oldugu belirlenmistir.

hepatik
fleksura splenik

fleksura \

transvers kolon
T gikan kolon

inen kolon—

k;n:d

ekstarnal anal s mlu-—r— l

internal anal sfinkter —/

goblet
hiicreleri

N §
A
muskularis mukoza ﬁ__.,.:_;_ P
/ %
submukoza B

—y
sirkiiler kas tabakast A/ longitudinal kas tabakast

Sekil 2. Kolorektumun histolojisi (21)

2.1.3 Kolon ve Rektum Patogenezi
KRK’nm bilinen 3 temel formu bulunmaktadir:
1. Sporadik
2. Ailesel
3. Kalitimsal

KRK’larm yaklasik % 70’ini sporadik kanser olgular1 olustururken, % 30’unu ailesel
risk tasiyanlar, geri kalan ¢ok az bir kesimi de kaltimsal formu tasiyan olgular
olusturmaktadir (22). En sik goriilen kolon kanser hiicre tipi adenokarsinomdur ve olgularin
yaklasik % 95’inde bulunmaktadir. Adenokarsinom kolorektal mukozanin glandular
epitelinde tiirevlenen bir malignant epitel tiimoriidiir. Nadir olarak, lenfoma ve skuaméz hiicre

karsinom tiirleri de goriilmektedir.



2.1.3.1 Adenomatoz Polipler (Adenomlar)

Polipler, mukozal ortillerden barsak limenine dogru uzanan diiz veya sapl
biiyiimelerdir ve patolojik olarak polipler li¢ grupta incelenmektedir;
1) Neoplastik Olmayan Polipler

(a) Inflamatuar polipler
(b) Hamartomlar
2) Neoplastik Polipler
(a) Adenomato6z polipler (Adenomlar)
1. Tiibiiler Adenom
2. Villoz Adenom
3. Tiibiilovilloz Adenom
(b) Submukozal Polipler
(c) Malign Epitelyal Polipler
3) Hiperplastik Polipler (Metaplastik Polipler)

Potansiyel olarak premalignant lezyonlar ile KRK gelisimine etkisi oldugu
diistiniilmeyen juvenil polipler, hamartomlar ve inflamatuar polipler birbirlerinden ayri
tutulurlar.

Adenomat6z polipler, benign lezyonlardir ancak 6nce adenokarsinoma ve daha sonra
invazif adenokarsinoma transformasyon gostererek KRK olusumunda rol oynarlar. Histolojik
olarak adenomat6z polipler, tiibiiler (polipin dis yiizeyinden asagi dogru genisleyen tiibiiler
bezlerden olusur), villoz (barsak mukozasmin ylizeyinden disa dogru genisleyen parmak
benzeri epitelyal ¢ikintilardan olusur) veya her ikisi de (tiibiilovilloz) olabilir. Villoz
poliplerin invaziv karsinoma doniisme olasiligi, ayn1 boyuttaki tiibiiler poliplere gore daha
yiiksektir. Histolojik sinifi dikkate alinmaksizin biiyiik poliplerin 6zellikle 1,0 cm ¢apindan
daha biiyiik olanlarin invaziv karsinoma doniismeleri daha muhtemeldir.

Adenomatdz poliplerin yani sira; tirtikli adenomlar, hiperplastik polipler ve karisik
poliplerin, adenomat6z poliplerden farkli bir metabolik yol ile (hatali eslesme tamir
mekanizmasindaki anormallikler yolu ile) KRK olusumunu arttirabilecegini gdsteren

¢alismalar bulunmaktadir (3).



2.1.4  Genetik Degisiklikler

DNA replikasyonu veya DNA tamir genleri, APC, K-ras ve p53°ii kapsayan spesifik
DNA sekanslarindaki kalitimsal ve somatik mutasyonlar, sonsuz hiicre bolinmesine neden
olur.

KRK, bir seri kompleks molekiiler degisikliklerden olusan heterojen bir hastaliktir.
Normal kolonik mukozanin bening adenoma, ardindan kanser igeren adenomat6z polipe ve
daha sonra potansiyel olarak hayati tehdit eden invaziv kansere doniisiimii, bir seri genetik
stirecler ile baglantilidir. APC, K-ras, DCC ve p53’iin de bulundugu bir takim genlerdeki
dengesizlikler sonucu bu hastalik gelisebilmektedir.

APC gen mutasyonlary, B-kateninin baglanmasini etkileyerek hiicre adhezyonunu
degistirir ve ayrica Wnt sinyal iletim yoluna etki eder. c-myc, bir transkripsiyon faktoriidiir ve
proliferasyon ve apoptoz arasindaki dengeyi bozan anormal Wnt sinyal iletimi ile aktive
edilir. APC’nin kaybi, timor olusumuna etki ederken, B-katenin ile kompleks olusturan
E-kadherinin inaktivasyonu tiimoér progresyonununda rol oynar. K-ras gen mutasyonlari
EGFR-Ras-Raf-ERK-Jun/Fos metabolik yoluyla proliferasyonu uyarir ve prokaspazi
fosforilleyerek apoptozu inhibe eder.

KRK gelisimi, tipik olarak genetik ve ¢evresel etkiler arasindaki kompleks etkilesimin
bir sonucudur. KRK hastalarin % 25’1 bu hastaligim ailesel hikayesine sahiptir ve bu durum
genetik faktorlerin 6nemini ortaya koymaktadir. Kalitimsal KRK iki ana gruba ayrilabilir:
kolon kanseri olgularinin % 1’ini kapsayan Ailesel adenomat6z polipozis (FAP) ve olgularin
% 5-10’unu kapsayan kalitsal nonpolipozis kolorektal kanser (HNPCC) (23).

2.1.4.1 FAP ve HNPCC (Lynch Sendromu)

FAP, otozomal dominant bir hastaliktir ve her biri 1 cm yarigapindan daha kiiciik olan
binlerce adenomatdz polipin varhigi ile karakterize edilmistir. FAP olan kisiler normal
goriiniislii kolonik mukoza ile dogarlar ve polipler 20-30’Iu yaslarda gelismeye baslar. Eger
cerrahi miidahalede bulunulmazsa, KRK 40 yasindan itibaren gelisebilmektedir. FAP,
neoplastik (somatik mutasyon) ve normal hiicrelerde (germline mutasyon) 5q21 kromozonun
(APC geni olarak da bilinir) delesyonu ile baglantilidir. Bu delesyon kolonik mukozada
anormal proliferasyona neden olmaktadir. FAP olgularinin yaklasik % 25’1, herhangi bir
ailesel hikayeye sahip olmamalarina ragmen APC mutasyonuna sahiptir, bu bireylerde

mutasyon daha sonra kendiliginden olusmaktadir (23).



HNPCC, FAP gibi otozomal dominant bir hastaliktir. HNPCC’de adenokarsinomlarin
olusmasi ortalama 40-50’li yaslarda ortaya c¢ikar ve genellikle sag kolonda lokalize olur.
FAP’1n aksine HPNCC, daha yiiksek frekansa sahiptir (24). Her ne kadar Lynch sendromunda
“non-polipozis” terimi adenomlarm olusmadigi veya 6nemli olmadigi anlamini uyandirsa da,
HNPCC hastalar1 genel populasyonla ayni oranda adenom olusturmaktadirlar (25). HNPCC
adenomlari, morfolojik ac¢idan bakildiginda herhangi bir belirgin 6zellik sergilemezler, ancak

adenomatdz lezyonlar siklikla mikrosatellit instabilite gostermektedir (26).

2.1.5 Kolorektal Kanser Epidemiyolojisi

2008 yilinda American Cancer Society tarafindan yapilan istatistiklere gore; tiim
malignant hastaliklar icerisinde KRK insidansi, her iki cinsiyette de tiglincii sirada yer
almaktadir (27). National Cancer Institute tarafindan yapilan SEER programi verilerine gore,
1988-2001 yillar1 arasindaki KRK olgularinin % 41,5°i proksimal kolonda, % 28,7’si distal
kolonda % 29,8’i rektumda oldugu goriilmiistiir (28). Cinsiyet dagilimina bakildiginda kolon
kanser insidansi her iki cinsiyette esit iken, rektal kanser erkeklerde daha siklikla
goriilmektedir (29).

KRK’nin bilinen pek ¢ok risk faktorii vardir. Ekolojik c¢alismalardan, hayvan
denemelerinden, olgu-kontrol ve kohort ¢alismalarindan elde edilen verilere gore; 50 yasin
uistiindeki insanlar, polipli olgular, iilseratif kolitli olgular, yagdan zengin ve kirmizi etle
beslenen bireyler, alkol ve sigara kullananlar ve ailesinde kolokteral kanser ge¢misi olanlar
yiksek KRK riski tasmmaktadir. KRK risk faktorleri ve risk diizeyleri Tablo 1’de
Ozetlenmistir. Bugline kadar lifden zengin beslenmenin KRK riskini azalttigi
diistiniilmekteydi. Ancak 16 yil boyunca takip edilerek 88.757 hasta ile yapilan bir ¢alismada,
lifden zengin beslenmenin kolon kanseri riskini azaltmadigi belirlenmistir (30) ve 2005
yilinda yapilan bir meta-analiz ¢aligmasi da bu sonuglar1 desteklemektedir (31). Saglikli bir

diyet ve diizenli bir yasam tarzi ile bu kanserden % 65-70 oraninda korunulabilmektedir.



Tablo 1. Kolorektal kanserin risk faktorleri

Ortalama Risk 50 yas ve iistii
Dogum kontrol hap1 kullanimi
Diizenli egzersiz
Diisiik Risk

Folik asit iceren multivitamin alimi

Uzun siire aspirin ve diger nonsteroidal anti-inflamatuar ilaglarin

(NSAID) kullanimi

Ailesel hikayesi olanlar
o Kolorektal Kanser
« Kolorektal adenomlar

Kisisel hikayesi olanlar
» Kolorektal adenomlar

e Yumurtalik, rahim kanseri
Ailesel adenomatoz polipozis
Kalitsal nonpolipozis kolorektal kanser
Yiiksek Risk
Peutz-Jegher sendromu
Juvenil polipozis
Uzun donem inflamatuar barsak hastaligi
Fiziksel inaktivite (haftada 3 saatten az egzersiz yapmak)
Obezite

Sigara kullanimi

Alkol kullanimi (Giinde 1 bardaktan fazla alkol tiiketimi)



2.1.6  Kolorektal Kanserin Evrelendirilmesi

Evrelendirme sistemi,
KRK evrelendirme sistemi, 1932 yilinda Dr Cuthbert E. Dukes

kullanilmaktadir. 11k

tarafindan ileri siiriildii ve pek c¢ok doktor tarafindan hastaligin tanist ve en iyi tedavi
yonteminin belirlenmesi amaciyla kullanildi (32) (Tablo 2). En sik kullanilan kanser
evrelendirme sistemidir. Burada T, tiimor penetrasyonunun derinligi; N, lenf nodunun varligi

veya yoklugu; M, uzak metastazin varligini veya yoklugunu gostermektedir (33) (Tablo 3).

Tablo 2. Dukes evrelendirme sistemi

Evre

Dukes A
Dukes B
Dukes C
Dukes D

Tablo 3. TNM

Evre
TO
Tis
T1

T2
T3
T4
Evre
NO
N1
N2
Evre
MO
M1

Histopatolojik Ozellikleri

Intestinal duvarla smirlanan tiimér varhig

Inestinal duvara invazyon yapan timér varlig

Lenf nodunun varligi

Uzak metastazin varligi

evrelendirme sistemi

T: Intestinal duvara invazyon derecesi
Timor kanit1 yoktur

Kanser in situ (tliimor var ancak invazyon yok)

Submukozadan lamina propriaya invazyon
(bazal membrana invazyon)

Muscularis propriaya invazyon

Subseroza invazyon

Diger organlara veya peritona direkt invazyon
N: Lenf nodunun bulunma derecesi

Lenf nodunun bulunmamasi

1-3 lenf nodunun varhgi

4 veya daha fazla lenf nodunun varligi

M: Metasaz derecesi

Uzak metastazin olmamasi

Uzak metastaz varhigi

kanserin niifuz etme miktarin1 degerlendirmek amaciyla



KRK evrelendirmesinde Dukes sistemi TNM siniflandirma metoduna uyarlanmistir (1).

Bu paralel evrelendirme sistemi Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4. Kolorektal karsinomlarin Dukes ve TNM evrelendirme sistemi

Dukes Evresi TNM Histopatolojik Ozellikler

Bolgesel lenf nodu icermeyen ve muskularise
Dukes A (Evrel)  T1INOMO .
niifuz etmemis ylizeysel lezyonlar vardir.

Lenf nodu olmadan barsak duvarina daha derin
Dukes B (Evre II)
niifuz eden tiimorleri kapsamaktadir.

Dukes B 1 T2NOMO  Tumorin muskularisle sinirlanmasi.

Timoriin serozaya dogru veya Seroza igine niifuz

Dukes B 2 T3-4NOMO )

etmesil.
Dukes C (Evre 111) Bolgesel nodlar iceren tiimorler bu grupta yer alir.
Dukes C 1 T2N1IMO  Tiimoriin muskularisle siirlanmasi.

Timoriin serozaya dogru veya seroza igine niifuz
Dukes C 2 T3-4N1MO

etmesi.

Bu gruptaki tiimorler; karaciger, akciger, kemik
Dukes D (Evre IV) TXNXM1 veya diger anatomik olarak uzak bdlgelere

metastaz yapmistir.



Mukoza - L T

Sekil 3. KRK’nin Dukes evrelendirilme sistemi (34) Bir tiimor, barsak duvari
infiltrasyon uzunluguna, lenf nodlarinin varligina veya karaciger gibi uzak organlara yayilip
yayllmamasma gore smiflandirilir. Evrelendirme, prognozun belirlenmesi agisindan

Onemlidir.

2.2 EKSTRASELULER MATRIKS VE YAPISI

Canli organizmada hiicreler, kompleks bir ag yapisinda olan ekstraseliiler matriks
(ESM) olarak bilinen, gesitli yapisal proteinlerin ve makromolekiillerin olusturdugu ¢
boyutlu bir mikrogevrede bulunurlar. ESM; proliferasyon, migrasyon, diferansiyasyon ve
apoptoz gibi hiicresel fonksiyonlar1 etkilemenin yani sira; doku mimarisinde de temel bir rol
oynamaktadir. ESM’nin temel bilesenleri; kollajenler, yapisal non-kollajendz glikoproteinler
(fibronektin, laminin, tenaskin ve nidojen/entaktin gibi) ve proteoglikanlardan olusmaktadir.
Fizyolojik siire¢ sirasinda ESM kompozisyonu; o6zellikle proteazlar tarafindan ESM’nin
yeniden sekillenmesi sonucu ¢esitlenebilmektedir. Proteazlar, ESM proteinlerinde bir takim
yapisal ve konformasyonel degisikliklere neden olabilmektedirler, bu nedenle fizyolojik ve
patolojik siiregte 6nemli fonksiyonlara sahiplerdir (36). Ornegin, hiicre adhezyonu ve
migrasyonu i¢in temel substrat olan laminin 5’in, membran-tip-1 matriks metalloproteinaz
(MT1-MMP) ve matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2) tarafindan proteolitik olarak

parcalanmasi, hiicre migrasyonu ve tiibiil olusumu ile baglantilidir (37).
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2.3 MATRIKS METALLOPROTEINAZLAR
2.3.1 Matriks Metalloproteinaz Ailesi

Canli organizmalarda bulunan metalloproteinazlar, aktif bdlgelerinde Zn** atomu igeren
endopeptidazlardir (bundan dolayi, “metallo” 6n ekini almaktadirlar) ve Kkatalitik
domainlerinin yapisina ve evrimsel iliskilerine dayanarak alt ailelere veya gruplara ayrilirlar
(Tablo 5). Metalloproteinazlarin metzinkin alt ailesi, {ig-histidin ¢inko-baglama motifi ve aktif
bolgenin ardindan korunmus bir metiyonin doniisii ile karakterize edilmistir (38). Matriks
metalloproteinazlar (MMP’ler), metzinkin ailesinin matriksin smnifinda yer alirlar (39)
(Tablo 5).

Tablo 5. Proteazlarin smiflandirilmasi

PROTEAZLAR

Metalloproteazlar

[ Metzinkinler J

—[ Matriksinler J

—[ Adamalizinler

—[ Leismanolizinler

J
J
—[ Astakinler j
J
J

—[ Serralizinler

—[ Snapalizinler

Sistein Proteazlar

Aspartik Proteazlar

Serin Proteazlar

Treonin Proteazlar
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MMP’ler, ESM bilesenlerini yikima ugratabilen ¢inko bagimli bir proteinaz ailesidir.
ESM bilesiklerini katabolize edilme yeteneklerinden dolay1 patolojik doku yikimi ve normal
matriksin yeniden sekillenmesinden sorumlu oldugu diistiniilmektedir.

MMP’ler, yaklasik 28 {iyeden olusmaktadir (Tablo 6) ve yapi, substrat spesifikligi ve

hiicresel lokalizasyonlarina gore asagidaki gibi siniflandirilmistir (11).

1) Kollajenazlar (MMP-1, -8, -13)

2) Jelatinazlar (MMP-2 ve -9)

3) Stromelizinler (MMP-3, -10 ve -11)

4) Membran-tip MMP’ler (MMP-14, -15, -16, -17, -24 ve -25)
5) Matrilizinler (MMP-7 ve -26)

6) Makrofaj elastaz (MMP-12)

7) Diger MMP’ler (MMP-19, -21, -23, -27 ve -28)

MMP’ler, ESM bilesenlerinin yani sira bir takim biiylime faktorleri, reseptorler,
kemokinler, Fas ligandi, dier proteinazlar, integrinler ve hiicre-hiicre adhezyon molekiilleri
gibi ESM dis1 bilesenlerin de yikimindan sorumludurlar (Tablo 6). Bu fonksiyonlar1 nedeniyle
MMP’ler; hiicre biiylimesi, diferansiyasyon, apoptoz, migrasyon ve invazyon gibi pek ¢cok
hiicresel fonksiyonda gorev almaktadir. Boylelikle yara iyilesmesi, embriyo implantasyonu ve
gelisimi, ovulasyon, kemik sekillenmesi ve fizyolojik anjiyogenez gibi cesitli fizyolojik
stireclerle iliski igerisindedir. MMP’ler ayrica rOmatoid artrit, ateroskleroz ve tiimor

invazyonu ve metastazi gibi bir takim patolojik hastaliklarda da ¢ok 6nemli rol oynarlar (40).



Tablo 6. MMP’ler ve substratlar1 (41)

MMP

MMP-1

MMP-2

MMP-3

MMP-7

MMP-8

MMP-9

MMP-10

Temel Ady ESM Substran SN
Substrat
Kollajenler (1, 11, 111, VII, VIII, al-PI*, ILb-1%*,
Kollajenaz -1 = X), jelatin, proteoglikan bagl proTNF*,
Mcol-A protein, agrekan, versikan, IGFBP-3*,
tenakin, entaktin MMP-2, MMP-9

Kollajenler (1, 1V, V, VII, X, XI,

-1h* Pl* -
X1V), jelatin, elastin, fibronektin, IL-1b%, al-PI*, MMP-1,

Jelatinaz - A laminin-1, laminin-5, galektin-3, I\I\/I/II\I\/I/IPP193
agrekan, dekorin, osteonektin
proteoglikan bagl protein
Kollajenler (111, IV, V/ ve IX), am“{f_’?g;”"”’
. Jelatin, agrekan, . IGFBP-3*, fibrinojen,
versikan, perlekan, dekorin, apraz basl fibrin
Stromelizin-1 | proteoglikan bagli protein, biiyiik capraz bag ’
- . . - plazminojen, MMP-
tenaskin-C, fibronektin, laminin, 2/ TIMP-2
entaktin, osteonektin kompleksi
MMP-7,-8,-9,-13
Kollajenler IV ve X, jelatin, MMP-1
agrekan, dekorin, proteoglikan MMP-2 MMP-Q
bagl protein. MMP-9/TIMP-1
Matrilizin fibronektin, laminin, komplesi

¢Oziinmez fibronektin
fibrilleri, entaktin, biiyiik ve
kiiciik tenaskin-C

al-PI*, plazminojen

Kollaienaz - 2 Kollajenler (1, I1, 11, V, VII, al-PI*, a2-antiplazmin,
J VII1, X), jelatin, agrekan fibronektin
Kollajenler (1V, V, VII, X, XIV),
jelatin, elastin, galektin-3, al-PI*, IL-1p*,
Jelatinaz-B agrekan, fibronektin, plazminojen

proteoglikan bagli protein,
entaktin, osteonektin

Kollajenler (111, IV ve V), jelatin,
kazein, elastin, MMP-1, MMP-8
agrekan, proteoglikan bagh
protein

Stromelizin- 2



MMP-11

MMP-12

MMP-13

MMP-14

MMP-15

MMP-16

MMP-17
MMP-18
MMP-19
MMP-20
MMP-21
MMP-22
MMP-23
MMP-24
MMP-25

MMP-26

MMP-27
MMP-28

Kazein, laminin, jelatin,
fibronektin, kollajen 1V,
karboksimetillenmis transferin

Stromelizin- 3

Kollajen 1V, jelatin, kazein,
elastin, laminin, proteoglikan
monomeri, fibronektin,
vitronektin, entaktin

Metalloelastaz

Kollajenler (1, 11, 111, 1V, IX, X,
. i X1V), jelatin, agrekan,
Kollajenaz- 3 perlekan, biiyiik tenaskin-C,
fibronektin, osteonektin
Kollajenler (1, 11 ve 111), Kazein,
elastin, fibronektin, jelatin,
MT1-MMP laminin, vitronektin,
biiytiik tenaskin-C, entaktin,
proteoglikanlar
Biiyiik tenaskin-C, perlekan,
MT2-MMP fibronektin, laminin, entaktin,
agrekan,
MT3-MMP Kollajen-_lll, jelat!n, kazein,
fibronektin
MT4-MMP Bilinmiyor
Kollajenaz- 4 Bilinmiyor
RASI-1 Jelatin
Enamelizin Amelojenin
- Bilinmiyor
- Bilinmiyor
CA-MMP Bilinmiyor
MT5-MMP Bilinmiyor
Lokolizin Bilinmiyor
Endometaz Kollajen 1V, jelatin, fibronektin
Bilinmiyor
Epilizin Kazein

IL-1, interlokin-1; TNF, timor nekroz faktor.

al-P*, kazein, IGFBP-
1*

al-PI*, fibrinojen,
fibrin, plazminojen,
myelin proteini

MMP-9,
plazminojen aktivator
inhibitor-2

al-PI*, MMP-2,
MMP-13

MMP-2

MMP-2

Bilinmiyor
Bilinmiyor
Bilinmiyor
Bilinmiyor
Bilinmiyor
Bilinmiyor
Bilinmiyor
Bilinmiyor
Bilinmiyor

ProMMP-9, fibrinojen,
al-PI*

Bilinmiyor

Bilinmiyor

*al-PI, al- proteinaz inhibitorii; IGFBP, insulin-benzeri biiylime hormonu baglayic1 proteini;



2.3.2 MMP’lerin Domain Yapisi

MMP’lerin domain yapilart incelendiginde, tim MMP’lerin bir sinyal peptidi, bir
propeptid ve bir N terminal katalitik domaini igerdigi goriiliir. Ayrica MMP-7, 23A, 23B ve -
26 harig, diger MMP’ler bir C-terminal hemopeksin domaini igermektedir. Sinyal peptidi
enzimin sekresyonu igin Onemli iken; propeptid, MMP’lerin regiilasyonu igin kritiktir.
Propeptitte bulunan PRCG(V/N)PD motifinin igerisindeki Sistein kalintisi, aktif bolgede
bulunan Zn?* atomuna baglanarak proteolitik aktiviteyi bloke eder (42). Ancak propeptid
pargalandig1 zaman, sistein ve Zn** arasindaki etkilesim kaybolur ve enzim aktif forma gecer
(43). Katalitik domain, HEXXHXXGXXH sekanst icerisinde bulunan ve hem Zn** hem de
Ca®* atomuna baglanan korunmus i¢ histidin kalintis1 icermektedir. Katalitik domain
substratin degredasyonu ve otolitik par¢alanmadan sorumludur (44). C terminal domaini ise,
hemopeksin ailesi liyelerinin sekansina ¢ok benzemektedir ve pseudo-dort kat simetri ile -
pervane yapisina sahiptir. Bu domain substratin baglanmasindan sorumludur ve ayrica
metalloproteinazlarin doku inhibitorleri (TIMP’ler) ile etkilesiminde rol oynamaktadir (45).
N-terminal katalitik ve C-terminal hemopeksin domainleri, MMP fonksiyonu i¢in 6nemli olan
cesitli uzunlukta ve esneyebilen bir baglayici peptide baghidirlar. Jelatinazlar (MMP-2 ve -9),
bir fibronektin tip II benzeri modiiliin ii¢ ardisik kopyasindan olusan fibronektin benzeri
domaine sahiptir. Bu domain denatiire tip IV ve V kollajenlere, elastine, denatiire ve native tip
I kollajene baglanmaktadir ve bdylelikle substrat spesifikligine katkida bulunmaktadir (46).
Membrana bagl olarak bulunan 6 membran MT-MMP bulunmaktadir. MT1-, MT2-, MT3- ve
MT5-MMP bir transmembran domaine (tip I transmembran) ve C terminal bolgesinde bir
sitoplazmik kuyruga sahiptir. Transmembran domaini, proteolitik aktivitenin hiicre yiizeyinde
lokalize olmasini saglarken sitoplazmik kuyruk intraseliiler proteinlerle (6rnegin potansiyel

fosforilasyon bolgeleri) etkileserek aktivite ve lokalizasyonu regiile eder (Sekil 4) (40).



a MMP'lerin vapizal domainleri

Transmembran domain
Binval peptid

Propeptid Hemopeksin

= Mentege domain
Furin pargalama bilzest

bileasi -l:f ;( ':H /'\_,a_ Sitoplazmik

_ _ ) Jonly it
Tip II fibronektn /  Katalitik domain
telcrarlan MT-loop
- . . P
M-terminal sinwval Sistzin dizisi [ Iz-benzeri G2l

baglantus: baglantis

COomnain

b Yapizal domainlerine gére MMP altgruplam

hlatrilizinler:

MMP-T, MMP-26 | 4

Kollajenazlar, stromelizinler ve difer
WP ar  MMP-1, MMP-E, MMP-13,

MIMP-2, MMP-10, MMP-1Z, MMP-12, 4 /\"'g
MMP-20, MMP-27

. JIelatinazlar: MMP-Z, MMP-2

Fitrin ile aktive sdilen MhIEer:
MMP-11, MRE-Z1, MRP-2E

hembran-tip MWPler:

MT1-MNE MT2-MME, MT3-MMP,
MTE-MMP

GPT bagl MhIPlar:
MTa-MMP, MTE-MMP

Tip II transmembran:
MMP-Z3A, MNP-238

Sekil 4. MMP’lerin yapisal domainleri ve domain yapilarina gore siiflandirilmasi
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2.3.3 MMP’lerin Regiilasyonu
MMP’ler, ekstraseliiler matriksin yapim ve yikimindan sorumlu proteinazlardir, ancak
matriks degredasyonu; bu enzimlerin predominant fonksiyonu degildir. Yapilan pek ¢ok
calisma MMP’lerin; sitokinler, kemokinler, reseptorler, antimikrobiyal peptidler gibi non-
matriks proteinler {izerinde de etkileri oldugunu gostermistir (47). Bu nedenle, MMP’ler tek
basina matriks katalizinden sorumlu proteinazlar olarak goriilmemelidir, bunun yani sira
hiicre-hiicre ve hiicre-matriks sinyal olaylarin regiilasyonunda ve latent proteinlerin fonksiyon
kazanmasini saglamada rolleri bulunmaktadir (48, 49). Tiim salgilanan proteinazlarda oldugu
gibi MMP lerin katalitik aktivitesi dort noktada regiile edilir:
1. Gen ekspresyonu,
2. Proenzim (veya zimojen) aktivasyonu,
1) Allosterik aktivasyon,
2) Protein kovertazlar tarafindan aktivasyon,
3) MMP’ler tarafindan aktivasyon,
4) Oksidatif aktivasyon,
3. Enzim inaktivasyonu,
1) Metalloproteinazlarm Doku Inhibitorleri
2) Diger dogal inhibitorler
3) Oksidatif inaktivasyon
4) Endositoz

4. Kompartmanlagsma (enzimin periseliiler birikimi).

Tipik olarak, MMP’ler normal, saglikli dokularda eksprese edilmezler. Bunun aksine
MMP ekspresyonunun bir takim diizeyleri, herhangi bir hastalikli veya inflame olmus
dokudaki tamir ve yeniden sekillenme siirecinde ve kiiltiirde biiytitiilen herhangi bir hiicre
tipinde goriilmiistiir. MMP’lerin kantitatif diizeyleri ve kalitatif modeli; dokular, hastaliklar,
tiimorler, inflamatuar sartlar1 ve hiicre tipleri arasinda cesitlenmektedir. Cogunlukla MMP

iiretimi, spesifik sinyaller tarafindan transkripsiyonel diizeyde regiile edilir.



2.3.3.1 MMP Gen Ekspresyonunun Regiilasyonu

MMP gen ekspresyonu, temel olarak transkripsiyonel diizeyde regiile edilmektedir.
MMP promotorleri, AP-1 (Aktivator protein 1), PEA3 (Polioma enhancer A3), Sp-1
(specificity Protein 1), B-katenin/ TCF-4 (T hiicre faktorii 4) ve NF-kB (Niikleer Faktor
Kappa B) igeren gesitli trans-aktivatorler araciligiyla MMP gen ekspresyon regiilasyonunu
saglayan bir takim cis-elementleri icermektedir. Cis-elementlerin kompozisyonuna gore,
MMP promotdrleri ii¢ gruba ayrilmaktadir. Birinci grup, MMP promotorlerin  biiyilik
cogunlugunu kapsar ve bir TATA kutusu ve AP-1 baglanma bolgesi igerir. Bu grup
promotorlerin cogu AP-1 baglanma bolgesine komsu olan ve MMP transkripsiyon kontrolii
konusunda yardimci olan PEA-3 baglanma bdlgesi bulunmaktadir (50). ikinci grupta yer alan
MMP promotérleri (MMP -8, -11 ve -21) sadece bir TATA kutusu igermektedir. Bu
promotorlerim regiilasyonu basit ancak birinci grup promotoérlerden farklidir. Son grup
promotorler (MMP -2, -14 ve -28) herhangi bir TATA kutusu ve AP-1 baglanma bdlgesi
icermemektedir, dolayisiyla bu promotorlerden transkripsiyon birgok bolgede baslamaktadir.
Ayrica, son gruptaki MMP’lerin ekspresyonu temel olarak, proksimal GC kutusuna baglanan
transkripsiyon faktorlerinin ubiquitéz Sp-1 ailesi tarafindan belirlenir (Chakraborti et al.,
2003). Interlokinler (IL), interferonler, epidermal biiyiime faktorii (EGF), keratinosit biiyiime
faktorii (KGF), sinir biiyiime faktorii (NGF), hepatosit biiyiime faktori (HGF), temel
fibroblast biiyiime faktorii (bFGF), vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF), platelet tiirevi
biiyiime faktorii (PDGF), TNF-a gibi ¢ok ¢esitli biiylime faktorleri veya sitokinler, AP-1
ve/veya PEA3 elementlerinin etkilesimi yoluyla MMP promotorlerin trans-aktivasyonuna
neden olan hiicre sinyal iletimini uyarmaktadirlar (51). AP-1 veya PEA3 sayesinde artan
trans-aktivasyon, genellikle mitojen aktive eden protein kinaz (MAPK) aracili fosforilasyon
tizerinden gergeklesmektedir (52).

AP-1 velveya PEAS3 cis-elementleri, ESM proteinleri tarafindan MMP ekspresyonunun
uyarimi i¢in bir baglanti noktasi sunar. Hiicre yiizey reseptorleri olan integrin ailesinin birbiri
ile etkilesimi, MAPK metabolik yolu ile kesisen sinyalleri ileten fokal adhezyon kinaz1 (FAK)
aktive eder, ve boylece AP-1 ve/veya PEA3 transkripsiyonel aktivitesinin artmasina neden
olur. AP-1 ve PEA-3 baglama bolgelerinin yani sira, B-katenin/ LEF baglanmasi icin MMP-7,
-14, -12 ve -26 promotorlerdeki TCF-4 bolgesi, MMP-9 promotordeki NF-kB baglama

bolgesi de gen ekspresyonu regiilatorleridir. TCF-4 bolgesi, tiimdr progresyonuna katkisi



oldugu bilinen (6rn, KRK) niikleer $-katenin lizerinden Wnt sinyal iletim yoluna yanit olarak

MMP ekspresyonuna aracilik eder (53).

2.3.3.2 Proenzim Aktivasyonu (Sistein Salter Mekanizmasi)

ProMMP’ler, korunmus prodomaindeki sisteinin tiyol grubu ile katalitik bolgedeki
¢inko iyonu etkilesmesi sonucu katalitik olarak inaktif durumda tutulurlar. Bir proMMP’nin
katalitik olarak aktif olabilmesi igin, tiyol-Zn2+ etkilesiminin par¢calanmasi gerekmektedir.
Van Wart ve Birkedal-Hansen (54) bu islemin, tiim proMMP’lerin aktivasyonunda genel ve
gerekli oldugunu ileri siirdiiler ve bu mekanizmay1 sistein salter mekanizmasi olarak
adlandirdilar. Giiniimiize kadar bu isim gecerliligini siirdiirmiis ve yaygin bir sekilde kabul
edilmistir.

Esansiyel olarak; tiyol-Zn?* etkilesimi, iic mekanizma ile kirilabilir ve bir latent MMP
katalitik aktivitesini kazanabilir:

1. Fizyolojik (oksidanlar, disiilfidler, elektrofiller) veya fizyolojik olmayan bilesikler
(alkilleme ajanlari, agir metal iyonlar1 tarafindan serbest tiyoliin modifikasyonu) (55);

2. Bagka bir proteinaz tarafindan prodomainin direkt parcalanmasi,

3. Prodomainin inter veya intramolekiiler otolitik par¢alanmasmi saglayan zimojenin

kimyasal veya allosterik etkisi (Sekil 5).

Latent MNMP

Non-proteolitik
+ Allosterik Proteolitik
+ROS
+ SDS/APMA

Aktif MIMP Aktif MIMP

Sekil 5. proMMP’lerin aktivasyon mekanizmasi Latent formda prodomain, katalitik

merkezi sararak susbtrat ile etkilesimini engeller. Furin veya diger proteazlar tarafindan
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prodomainin proteolitik pargalanmasi, katalitik bolgedeki ¢inkoyla etkilesen sisteinin tiyol
grubunun uzaklastirilmasini saglar. Bu tiyol-¢inko etkilesimi, APMA gibi molekiiller

araciligiyla non-proteolitik olarak da parcalanabilmektedir (10).

2.3.3.2.1 Allosterik Aktivasyon

Sistein  salter mekanizmasina gore, aktivite kazanmak i¢in prodomainin
uzaklastirilmasina gerek yoktur, sadece tiyol-¢inko etkilesiminin yikimi gereklidir. Daha dnce
de belirtildigi gibi, proMMP’ler non-substrat makromolekiiller ile etkilesebilir veya post-
translasyonel olarak modifiye edilebilir ve her ikisi de aktive edilmis duruma doniismesine
katkida bulunan konformasyonel degisikliklere neden olabilir (Sekil 5). Sirayla sistein-Zn®*
etkilesiminin allosterik olarak pargalanmasi, bir transisyonel (gegis) aktif durumun ardindan;
prodomainin otolitik par¢alanmasi olusur (Sekil 5).

Epidermal yara kanamasi ile yapilan calismalarda Parks ve meslektaslari, keratinosit
migrasyonu i¢in; tip I kollajen iizerinde MMP-1’in Katalitik aktivitesinin gerektigini
belirlediler (55) ancak go¢ eden hiicrelerden sadece proMMP-1 izole ettiler (56). Bu ¢alisma
ile substrat varhiginda (tip I kollajen), kollajen-baglama-02p1 integrini kesen proMMMP-1’in,
prodomainin uzaklastirilmasi olmadan aktif konformasyona degistigini ileri siiriildii. Diger bir
ornek ise Goldber ve meslektaglart MMP-9’un ¢ok bulundugu ve muhtemelen aktif oldugu
plasentada, MMP-9’un neden sadece pro-formunda ekstrakte edildigini bildiren bir yayindir.
Pro-MMP-1/a2B1/kollajen mekanizmasina benzer bir sekilde prodomain uzaklastirilmadan
bir model substratin varliginda enzimin stabil proteolitik aktivite kazandigz ileri siiriildi (57).

Her iki ornekte de substrat, prodomain par¢alanmasi olmaksizin MMP proteolizi igin
gerekli ve kritiktir. Allosterik olarak aktive edilmis bir pro-MMP, kendi prodomainin
parcalanmasindan ¢ok, yiikksek konsantrasyonlarda olabilen (6rneg§in pro-MMP-1
mekanizmasindaki kollajen gibi) dogal substrata gore davranmay1 tercih eder. MMP’lerin
substrat kullanimli allosterik aktivasyonu bir takim dikkat cekici 6zelliklere sahiptir. Bu
mekanizma basittir, sadece zimojen, substrat ve muhtemelen bunlar1 bir araya getiren baska
bir faktore ihtiyag vardir (Sekil 6). Ek olarak, substrat proteoliz olur olmaz, enzim yeniden
inaktif konformasyonuna donmesiyle allosterik etki kaybolur. Bdylece bir mekanizma

aktivasyonu, baskilamay1 ve proteinaz aktivitesinin lokalizasyonunu kontrol edebilir (10).
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Sekil 6. MMP aktivitesinin allosterik regiilasyonu In vitro’da proteoliz i¢in sadece bir
proteaz ve bir substrat yeterliyken, in vivo’da bunlarm yani sira en az bir ilave bilesene
ihtiya¢ vardir. Buna gore; bir transmembran yardimci faktor, proteinaz ve substrat ile

etkilesime girer ve bu iki bileseni proteolizi tetikleyecek formda bir araya getirir (10).

2.3.3.2.2 Protein Konvertazlar

Otolize ek olarak, MMP’lerin prodomaini direkt olarak diger proteinazlar tarafindan da
parcalanabilir. MMP’lerin yaklasik iicte biri (tiim memebran tip MMP’ler de dahil), pro ve
katalitik domainleri arasinda, proprotein konvertazlar veya furinler i¢in hedef sekans gorevi
goren RXKR veya RRKR sekansina sahiptir (Sekil 4). Furin, tip-1-membran proteinidir ve
trans-Golgi aginda bulunan subtilisin-benzeri bir serin proteazdwr ve furinle pargalanma
bolgesi olan MMP’ler, sekresyon metabolik yolu igerisinde intraseliiler olarak islenirler (58-
61). Ancak ¢ogu MMP’lerde furin olmadan parcalanma gergeklesmektedir ve bu

proMMP’lerin gercek in vivo aktivasyon mekanizmasi heniiz bilinmemektedir.

2.3.3.2.3 MMP’ler Tarafindan proMMP’lerin Aktivasyonu
In vitro’da bir takim MMP’ler, diger zimojen MMP’lerin prodomainlerini
parcalayabilirler ve aktif MMP’lerin, tamamiyla aktif bir enzim iretebilmek igin, son

proteolitik adima aracilik edebilecegi ileri siiriilmiistiir (62). Ilk parcalama, ya bir serin
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proteaz, bir MMP, bir aspartat proteaz ya da bir sistein proteaz tarafindan gergeklestirilebilir.
Ornegin, miyofibroblast transdiferansiyasyonu sirasinda pro-MMP-9’un aktivasyonu aktif
MMP-13"{in varligina ihtiya¢ duymaktadir (63). Ancak, bu aktivasyon mekanizmalar1 heniiz
net olarak bilinmemektedir.

Bu zamana kadar en iyi anlatilmis bir proMMP’nin non-furin proteolitik aktivasyon
mekanizmasi, aktif MMP-14 tarafindan hiicre yiizeyindeki proMMP-2’nin parg¢alanmasidir
(64-66). Farkli laboratuarlardan elde edilen veriler; pro-MMP-2"nin MMP-14 ve TIMP-2’nin
birlikte fonksiyonuna ihtiya¢c oldugu gosterilmistir. TIMP’ler, genelde MMP’lerin
inhibitorleri olarak goriiliirler, ancak bu sistemde TIMP-2, MMP-14 tarafindan proMMP-2
aktivasyonunda kritik bir rol oynamaktadir. Dogru miktarda ekzogen6z TIMP-2, proMMP-2
aktivasyonunu arttirirken (64), yiiksek miktarlar1 aktivasyonu bloke eder. (68-70). Bu
mekanizma; TIMP-2’nin C terminal ucu ile hem proMMP-2’nin C terminali, hem de aktive
edilmis MMP-14’iin N terminalinin etkilesimini kapsar (67, 71). Onerilen ii¢lii kompleks
icerisinde, TIMP-2; zimojen ve aktif proteazi yakin bir pozisyona getirir ve bdylelikle
MMP-14, pro-MMP-2’nin prodomainini parcalayabilir.

2.3.3.2.4 proMMP’lerin Oksidatif Aktivasyonu

Lokositler veya diger hiicreler tarafindan iiretilen oksidanlar, MMP’leri hem aktive
(prodomain tiyoliin oksidasyonu ve ardindan otolitik pargalanmasi ile) hem de daha sonradan
inaktive (katalitik aktivite i¢in kritik olan amino asitlerin modifikasyonu yoluyla) edebilir ve
boylece proteolitik aktivitenin periseliiler patlamasini kontrol eden bir mekanizma saglar.

In vitro’da birkag proMMP, prodomaindeki tiyol grubunu modifiye eden ve otolitik
parcalanma aracilig1 ile aktivasyonu saglayan reaktif oksijen tiirleri tarafindan aktive
edilmektedir. Ornegin, 16kosit-tiirevli oksidanlar; proMMP-1, -7 ve -9’u aktive ederken (72-
74), nitrik oksit ve siiper oksidin etkilesimi sonucu ortaya g¢ikan reaktif peroksinitrit;
proMMP-1, -2 ve -9’u aktive etmektedir (75).

Fagositik hiicrelerden salinan bir hem proteini olan myeloperoksidaz 6nemli bir reaktif
oksijen tiirii kaynagidir. Bu enzim hidrojen peroksidi (H20,) hipoklorik asit (HOCI) (76)

iretmek i¢in kullanir, reaksiyon asagidaki gibidir:

H,0, + CI + H*— HOCI + H,0



HOCT hizl1 bir sekilde tiyol, tiyoester ve amino gruplari ile reaksiyon verir (77). Bundan
dolay1, bu hipohal6z asit prodomain sistein kalintisinin serbest tiyoliinii kovalent olarak
modifiye ederek latent MMP’leri aktive edebilir. Prodomain tiyoliin modifikasyonu,
prodomainin dogal konformasyonunu pargalayabilir ve bu da otolitik par¢alanmayr ve
aktivasyonu saglar. Gergektende ilk olarak Weiss ve meslektaslarinin proMMP-8 ve -9 ( 72,
78) ile; Fu ve arkadaslarinin proMMP-7 (74) ile gosterdigi gibi, HOCI etkili ve hizli bir
sekilde bu zimojenleri aktive eder. Korunmus prodomaini taklit eden sentetik peptidleri ve
rekombinant zimojen ve tandem kiitle spektroforetrik analizi kullanilarak, HOCI’nin
gercektende prodomaindeki tiyolii oksijen vererek siilfinik aside (RSO,H) doniistiirdiigi
gosterilmistir. Prodomainin modifikasyonundan sonra oksijenlenmis proMMP-7 kendi
kendini otolitik olarak aktive edebilir. Bu mekanizma; kolaylikla tiyol kalintilar1 ile reaksiyon
veren diger oksidanlara, elektrofillere ve reaktif oksijen tiirlerinde de gerceklesebilir. MMP
diizeyleri ve myeloperoksidazin karakteristik amino asit oksidasyon {iriinleri insanlarda
inflamatuar dokuda oldukca artmaktadir (79, 80). Bu gozlemler myeloperoksidaz tarafindan
HOCI iiretiminin inflamasyon sirasinda latent MMP’lerin aktivasyonu i¢in periseliiler bir
mekanizma saglayabildigini ileri siirer. Myeloperoksidaz ve MMP-7 lipid-yiikli
aterosklerotik plaklar igerisinde kololize olmasina ragmen (74), in vivo’da proMMP-7
aktivasyonu i¢in myeloperoksidaza gerek olup olmadigi heniiz belirlenmemistir.

Bunlarm yani1 sira; MMP’lerin oksidatif modifikasyonu, enzim aktivitesini yok edebilir.

Bu konu daha sonra tartigilacaktir.

2.3.3.3 Kompartmanlasma

MMP’lerin substrat segicilikleri iki siirecle gergeklestirilir: enzim affinitesi ve
kompartmanlagma. Model substratlarin kullanildig1 kinetik ¢calismalar, spesifik enzimlerin bir
takim substratlar1 digerlerinden daha etkili bir sekilde parcaladigini belirlemistir. Ornegin hem
MMP-2 hem de MMP-9, kollajeni diger jelatinolitik MMP’lerden daha iyi pargalama
fonksiyonuna sahiptir (81) ve insan MMP-7 enzimi; diger MMP’lerden daha kuvvetli
proteoglikanaz ve elastazdir (82). Bu nedenle bir¢ok potansiyel substratin bulundugu doku
cevresinde MMP Kkatalizinin segiciligi; aktif enzim konsantrasyonu tarafindan regiile
edilmesine ek olarak, tercih edilen substrat konsantrasyonu tarafindan da yonetilebilmektedir.

Kompartmanlagma, periseliller ¢evrede bir MMP’nin nasil ve nerede salindigi ve

lokalize oldugudur. Proteoliz spesifikliginin regiilasyonunda, enzim-substrat etkilesimi



afinitesi kadar kompartmanlasma da Onemlidir. Transmembran domaine sahip MMP’ler,
salinan MMP’ler olarak da tanimlanir ve tam fonksiyon gosterebilmeleri i¢in bir hiicresel
kompartman-spesifik lokalizasyon mekanizmasma ihtiya¢ duyarlar. Proteazlar hiicreler
tarafindan rasgele salgilanmazlar, muhtemelen 6nce hiicre membranima baglanirlar, boylelikle
lokal olarak yiiksek enzim konsantrasyonunu koruyabilir ve periseliiler alandaki spesifik
substratlar1 parcalayabilirler.

Membran-baglit MMP’lere ek olarak, birgok spesifik hiicre-MMP etkilesimi de rapor
edilmigtir. Ornegin; MMP-2 ayBs-integrine (83), MMP-9 CD44’¢ ve MMP-7 yiizey
proteoglikanlara (84, 85), kolesterole (86) ve bir tetraspanin olan CD151’e (87) baglanir.
Salinan MMP’lerin hiicre yiizeyine baglanmasi, sistein-¢cinko baginin allosterik par¢alanmasi
ve prodomainin otokatalitik yikimi yoluyla zimojen aktivasyonunu tetiklemektedir (Sekil 5).

Ornegin, Shiami ve arkadaslar1 bir tetraspanin olan CDI151’in proMMP-7’ye
baglandigimi1 ve MMP7’yi aktive ettigini belirlediler. Yazarlara gére, CD151 proMMP-7"de
bir konformasyonel degisiklige neden olur; bdylece periseliller diizeyde proMMP7’nin

kendiliginden aktivasyonunu kolaylastirir (87) Ancak bu mekanizma heniiz net degildir.

2.3.3.4 MMP’lerin Inaktivasyonu
2.3.3.4.1 Metalloproteinazlarin Doku Inhibitorleri

Metalloproteinazlarin doku inhibitérleri (TIMP’ler) ailesi, dort glikoprotein iiyesinden
(TIMP-1, -2, -3, ve -4) olusmaktadir; MMP ve bir disintegrin ve metalloproteinazlarin
(ADAM) aktif merkezlerine baglanarak bu proteinazlar1 inhibe ederler. (D1) TIMP-2, tiim
dokularda yapisal olarak eksprese edilirken; TIMP -1, -3, -4 ekspresyonu uyarilabilir ve doku
spesifikligi gostermektedir. Buna gére TIMP-1 iireme organ sistemlerinde; TIMP-3 Kkalp,
bobrek ve timiiste; TIMP-4 beyin, kalp, yumurtalik ve iskelet kasinda daha c¢ok
bulunmaktadir. TIMP’ler spesifik metalloproteinazlar i¢in farkli afinite gosterirler (88).
TIMP-1-/- olan farelerde akut akciger hasari, alveolar alanda hizlanmis re-epitelizasyon ve
artmig notrofil girisi ile karakterize edilmistir (89, 90). TIMP-3-/- farelerde alveolar alanlarin
kendiliginden genisledigi goriilmistiir (91). Bu gibi anfizem benzeri degisiklikler, anormal
MMP aktivitesine dayandirilmistir. Gill ve arkadaglari, TIMP3-/- akcigerlerde artmus jelatinaz
aktivitesini (92) ve sentetik MMP inhibitorii ile gelisimsel akciger fenotipinin kismen

kurtarildigin1 (93) belirlediler. MMP ve TIMP arasindaki dengenin bozulmasi; timor



invazyonu, metastazi, anjiyogenezi ve yara iyilesmesini kapsayan bir¢ok patolojik siireg ile

sonuglanabilir (94).

2.3.3.4.2 Diger Dogal Inhibitérler

a-2-makroglobulin, pek ¢ok aktif enzimi yakalayan ve daha sonra maktrofajlarin ¢opcii
reseptorleri tarafindan alinmasina aracilik eden genis spektrumlu bir inhibitérdiir. Membran
bagl bir glikoprotein olan RECK (reversion-inducing-cystein-rich protein with kazal motifs)
ise; MMP-2, -9 ve -14’t (95) inhibe etmektedir. CT-PCPE (a C-terminal fragment of
procollagen C-terminal proteinase enhancer), in vitro’da MMP inhibitérii olarak fonksiyon

gosterir (96) ancak in vivo 0zellikleri heniiz bilinmemektedir.

2.3.3.4.3 Oksidatif Inaktivasyon

Diisiik konsantrasyonlarda otolitik aktivasyonu desteklemesine ek olarak HOCI’nin
daha yiliksek konsantrasyonlar1 veya uzamis maruziyet siiresi, aktive edilmis MMP-7’yi
inaktive eder (74). Spesifik bir ¢ift triptofan-glisin (WG) kalintistnin HOCI aracili oksidatif
capraz-baglanmasi, MMP’nin tamamen inaktivasyonu ile sonuglanir. Son {iriin olan WG-4,
indol halkas1 ve en yakin glisinin amid bag1 arasinda ¢apraz bagi olan yogun bigimde floresan
aromatik bir bilesiktir. Niikleer manyetik rezonans (NMR) ¢alismalari, WG-41in kendi peptid
yapist tizerinde belirli konformasyonel kisitlamalara neden oldugunu gostermistir. Bu nedenle
WG-4, lokal peptid yapismi degistirerek MMP-7 fonksiyonu {izerinde uzun-aralikli etkiler
gosterebilir.

Fagositler tarafindan HOCI’nin periseliiler {iretimi, inflamatuar durum igerisinde
MMP’lerin hem aktivasyonunu hem de inaktivasyonunu regiile etmek icin fizyolojik bir
mekanizma saglar: HOC], ilk hedef olarak muhtemelen prodomainde bulunan tiyol kalintisini
tercih eder ve onun oksijenasyonuna neden olur. Bunun sonucunda, hizli ve otolitik bir
aktivasyon gerceklesir. inflamasyon smrasmda olustugu gibi; HOCI iiretiminin devam
edilmesi, daha sonra proteinde bulunan diger bolgeleri ve kritik kalmtilar1 etkilemeye baglar
ve enzim Kkatalitik aktivitesini kaybeder. Boylelikle oksidanlar, MMP aktivitesini

sinirlayabilirler.



2.3.3.4.4 Endositoz

MMP’ler, ekstraseliiler alanda oksidanlar, TIMP’ler veya diger etkilesimler tarafindan
susturulsa da bu inhibe edilmis enzimlerin sonunda nasil yikima ugratildiklar1 heniiz net bir
sekilde anlagilamamistir. Muhtemelen esansiyel olarak tiim ekstraseliiler proteinlerde oldugu
gibi, inhibe edilmis MMP’ler internalize olmali, lizozomlara tasnif edilmeli ve
parcalanmalidir. Daha 6nceden olusturulan MMP-2/TIMP-2 kompleksleri, diisiik yogunluklu
lipoprotein reseptor-iligkili protein (LRP) tarafindan internalize olur (97). LRP, cesitli
ekstraseliiler proteinlerin endositozuna aracilik eden diisiik yogunluklu lipoprotein reseptor
stiper ailesinin bir tiyesidir. Ancak endositoz, ayrica direk olarak MMP aktivitesini susturmak
amactyla kullamlabilir mi? Bu sorunun cevabi net bir sekilde evettir. Ozellikle MMP-2, -9, -
13 ve -14 LRP-aracili endositoz (98-100) ve muhtemelen diger hiicre yiizey-baglantili

proteinler ile internalize olur.

2.3.4 MMP’lerin Kansere Katkilar

Bir tiimor hiicresinin metastatik bir tiimére doniisebilmesi i¢in, agsmas1 gereken bir seri
biyolojik engel bulunmaktadir. Ilk olarak, tiimdr hiicresi hayatta kalabilmeli ve primer
bolgede biiyiiyebilmelidir. Daha sonra uzak bir bolgeye metastaz yapabilmesi i¢in tiimor
hiicresi lokal olarak saldirabilmeli ve sirkiilasyona girebilmelidir (intravazasyon). Ayrica
sirkiilasyonda hayatta kalabilmeli ve yeni bir bolgeye saldirarak ekstravazasyon
yapabilmelidir. Son olarak, tiim6r hiicresi uzak bolgede biiylimeye devam edebilmelidir.
MMP’lerin tiimor yayilimmin her asamasinda katkis1 oldugu oldukc¢a net bir durumdur.

Ekstraseliiler matriks, tiimor invazyonuna karsi bariyer gorevi istlenmektedir. ESM
bilesenlerinin MMP’ler tarafindan pargalanmasi, fiziksel bariyerin ortadan kalkmasiyla hiicre
migrasyonu ile invazyonuna neden oldugu tahmin edilmektedir. Hem in vivo hem de in vitro
modellerde timo6r hiicre invazyonunda MMP’lerin roliinii gosteren Onemli kanitlar
bulunmaktadir. Timor hiicrelerinin doku c¢evresinde invazyona ugramast ve MMP
ekspresyonu arasinda karsilikli iliski bulunmaktadir (101). Ayrica farkli MMP’ler tarafindan
par¢alanan ESM bilesenlerinin sayisini arttirmak amaciyla, MMP’ler diger MMP’leri aktive
etmektedirler ve boylelikle daha invaziv bir fenotip ortaya ¢ikmaktadir. Timér hiicrelerin
uzak bolgeye metastaz yapabilmesinde de ayrica MMP’lerin rolii bulunmaktadir. ESM’nin
par¢alanmasi, timdr hiicrelerin stromaya daha serbest bir sekilde hareketini sagladigi

diigtiniilmektedir (101).



MMP’lerin en biiyiik rolii; ESM’yi yikabilme 6zelliginden gelir. Yapilan ¢alismalarda
bir takim ESM bilesenlerinin proteolizi ile farkli sinyal iletim yetenekleri olan gizli
domainlerin salindig1 gosterilmistir. Ornegin; MMP-2 tarafindan laminin 5’in pargalanmasi,
hiicre motilitesi ve migrasyonuna neden olan bir gizli bir migrasyona onciiliikk eden bdlgenin
serbest kalmasina neden olur. (102). Ayrica ESM’nin MMP’ler tarfindan proteolizi, matrikse
tutunan ve hiicre proliferasyonu, invazyonu ve sag kalima katkida bulunan transforme eden
biiyiime faktorii- B (TGF-B) gibi biyolojik olarak aktif molekiillerin salindig1 da gdsterilmistir
(103).

Isimlerinde matriks ge¢mesine ragmen, MMP substratlar1 ESM bilesenleri ile
siirlandirilmamistir ve MMP  aktivitesinin hedefi olan c¢esitli matriks dis1 proteinler de
tanimlanmistir. MMP’ler tarafindan adhezyon proteinlerin par¢alanmasi, timor hiicrelerinin
invazyon ve migrasyon yetenegine katkida bulunmaktadir. Ornegin, MMP-3 ve MMP-7 in
vitro’da hiicre migrasyonu ve invazyonunu uyaran ¢oziiniir ektodomain fragmenti olusturmak
icin E-kadherini pargaladigi gosterilmistir (104). Bunlara ek olarak; MMP’ler bir takim
biiylime faktorlerini (FGF, TGFp, IL1-f gibi) parcalayarak, proliferatif degisiklileri uyaran
aktif molekiilleri olusturabilirler (105). Ayrica MMP’ler aktif insiilin-benzeri biiytime faktorii
(IGF) ligandmin salmimi ile sonuglanan IGF-BP gibi biiylime faktorii modiilatorlerini de
pargalayabilirler. (106, 107). Ancak MMP’ler tarafindan mitojenik faktorlerin par¢alanmasi,
bu faktérlerin aktivitelerinin inhibisyonu ile de sonuglanabilir. Ornegin, hem IL-2’nin MMP-9
tarafindan pargalanmasi (108), hem de FGF reseptorii (FGFR) tip I’in MMP-2 tarafindan
pargalanmasi (109) bu faktorlerin inaktivasyonu ile sonuglanir.

Hiicre proliferasyonunu degistiren mitojenik faktorlerin pargalanmasma ek olarak,
MMP’ler hiicre Sliimiinii regiile edebilen substratlar1 pargaladigi goriilmiistiir. Ornegin,
MMP’ler; anoikis olarak bilinen hiicre 6liimiiniin bir formu ile sonug¢lanan integrin-ESM
etkilesimlerini yikima ugratabilirler (110). Ayrica, TNFa ve Fas ligandi (FasL) gibi hiicre
olimiinii uyaran molekiilleri proteolize edebilirler. (111, 112). Béylece MMP’ler potansiyel
regiilator molekiillerin biyolojik aktivitelerini proteolize ederek ve degistirerek tiimdr hiicre

biitiinliigline ve progresyonuna katkida bulunmaktadir.



2.3.5 Kolorektal Kanserde MMP’ler

Birgok MMP, ¢esitli insan malign tiimor tiirlerinde asir1 eksprese edilmektedir ve bu
enzimlerin ekspresyonu ve aktivasyonu; metastatik potansiyeli ve tiimor agresifligi ile
artmaktadir. Insan kolon tiimdrlerinde MMP-1, -2, -3, -7, -8, -9, -10, -11, -12 ve -14’iin
eksprese edildigi gosterilmistir. Yapilan arastirmalarda MMP-7"nin (bir epitel spesifik MMP),
insan malign kolorektal tiimorlerin % 85’inde asir1 eksprese edildigi belirlenmistir (113).
Epidemiyolojik ¢alismalarda, KRK’nin klinik sonuglar1 ile gesitli MMP ekspresyonlarin
prognostik degerleri incelenmistir. Ornegin, KRK’de MMP-12’nin ekspresyonu (makrofaj
spesifik metalloelastaz) koruyucu fayda sagladigi goriilmektedir. MMP-12 ekspresyonu ile
yas, cinsiyet, evre, lenf diigiimii metastazi, karaciger metastazi, makro ve histolojik
smiflandirma veya tiimor boyutu arasinda anlamli bir korelasyon bulunmamistir. Buna
ragmen, MMP-12 ekspresyonunun eksikligi ile lenfatikler, vaskiiler sistem ve intestinal
duvara invazyon arasinda anlamli bir korelasyon goriilmiistiir. Lokal rekiirrens veya uzak
metastaz ile herhangi bir iliski olmamasina ragmen, MMP-12 ekspresyonunun sag kalim
kazanci arasinda bir baglant1 bulunmaktadir. MMP-12’nin ekspresyonu olan hastalar (% 76)
MMP-12 ekspresyonu olmayan hastalara (% 36) oranla 2 kat daha fazla sag kalima sahip
oldugu goriilmiistiir (114). Cok degiskenli analiz, MMP-12 ekspresyonunun sag kalimin
anlamli bir belirleyicisi oldugunu onaylamistir. Ancak MMP-12’nin bu koruyucu avantaji
hangi mekanizma ile sagladigi heniiz bilinmemektedir.

Diger MMP’lerin daha zayif sag kalim ile baglantili oldugu gosterilmistir. MMP-9
mesajct RNA (mMRNA) ekspresyonu normal dokuya goére, timorde 5 kat daha fazladir. Bu
yiksek MMP-9 ekspresyonu, 30 ay sonra oOlgiildiigiinde hastaligin rekiirrens olasiliginin
artmasi ile baglantihdir. Yiksek diizeyde MMP-9 igeren hastalarda (% 63,4) diisiik diizeyde
MMP-9 igeren hastalara (% 10) gore, hastalik 6 kat daha sik tekerriir eder. Ayrica Kaplan-
Meier sag kalim analizi, yilksek MMP-9 mRNA ekspresyonuna sahip hastalarda diisiikk sag
kalim orani oldugunu géstermistir. Tek degiskenli analiz ile zayif sag kalimin; yiilksek MMP-
9 mMRNA ekspresyonu, tiimor diferansiyasyonu ve Dukes’ evreleri ile baglantili oldugu
belirlenmistir, ancak MMP-9 ¢ok degiskenli analiz ile test edildiginde sadece sag kalimin
indikatorii olarak istatistiksel onemi oldugu yaklagimina varilmistir (115).

Bir prognostik indikator olarak MMP-7’nin analizi, pozitif MMP-7 ekspresyonunun
invazyon derinligi, lenf diiglimii metastazi, lenfatik invazyon ve ilerlemis Dukes’ evreleri ile

karsilikli iligki icerisinde oldugunu gostermektedir. Kaplan-Meier yasam tablosu; 5-yil sag



kalimin, tiimdrlerinde  MMP-7 ekspresyonu olmayan hastalarda (% 77,3) MMP-7
ekspresyonu olan hastalara (% 21,8) gore 3,5 kat daha yiikksek oldugu gosterilmistir. Cok
degiskenli analiz, MMP-7 ekspresyonunun mortalite sonuglarmin anlamli bir indikatorii
oldugunu onaylamaktadir (116).

MMP-1 ekspresyonu; timor yayilimi, diizeyi, lenf diigiimii, metastaz varligi ve koti
prognoz ile karsilikli iliski igerisindedir. Normal kolorektal epitelde, MMP-1 eksprese
edilmemektedir; ancak kolorektal karsinomalarin % 76’sinda MMP-1 i¢in immiinoreaktivite
belirlenmistir (117). Bu veriler kolorektal kanserde MMP-1, -7, -9 ekspresyonunun anlamli
olarak zayif sonuglarla baglantili oldugunu gostermektedir (Sekil 2) (118) ve KRK hastalarini

tedavide secici MMP inhibitorlerinin terapdtik faydasi olabilecegini gostermistir.
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Sekil 7. KRK progresyonunda MMP’lerin fonksiyonu Koruyucu MMP, Epitelyal
MMP, Stromal MMP. MMP’ler; primer adenom biiyiimesi, KRK hiicrelerinin invazyonu,
sekonder bolgede metastazin migrasyonu ve metastazin biiyiimesini kapsayan KRK’nin tiim
adimlarinda katkida bulunmaktadir. MMP-12 ile sag kalim arasinda pozitif bir iliski oldugu
ve KRK gelisimine karsi koruyucu avantajlar sagladigir gosterilmistir. MMP-7, timor
hiicrelerinin adenomlarinda eksprese edilen tek MMP iken; normal kolonik epitel
hiicrelerinde eksprese edilmemektedir. MMP-7 ekspresyon diizeyi, adenomdan karsinoma
dogru artis géstermektedir. MMP-1, -2, -9 ve -11 kolorektal karsinomalarda stromal hiicrelere

baglantili olan tiimdrde eksprese edilir (119).
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2.4 MATRIKS METALLOPROTEINAZ-7 (MATRILIZIiN)

MMP-7, glandular epitelde eksprese edilen MMP ailesinin bir {yesidir (120). Bu
nedenle MMP-7 fonksiyonu, substratlarla etkilesebilecegi ya apikal ya da bazolateral
kompartmana (veya her ikisine de) salinmasiyla etkilenebilmektedir. MMP-7; normal meme
ve kulak alt1 tiikiiriik bezlerin duktal ve glandular epitelinde, karaciger, pankreas, prostat ve
peribronsiyal bezlerde temel olarak eksprese edilmektedir. Immiinohistokimyasal analizlerde
MMP-7’nin, hiicre i¢inde veya hiicre ylizeyinde ¢ok az bazolateral boyama ile birlikte primer
olarak apikal ve liimende olacak sekilde glandular epitelde boyandigi gorilmiistir (121).
Ayrica MMP-7, prodefensinler gibi antibakteriyal peptidleri proteolitik olarak aktive ederek
akciger ve barsak gibi organlarda dogustan bagisikligi korumak gibi 6nemli rollere de
sahiptir. Antimikrobiyal propeptidler olan fare Paneth hiicre a-defensin prekiirsérii, MMP-7
tarafindan olgun defensin olusumu i¢in par¢alanmaktadir (122). Tiimdr progresyonu sirasinda
MMP-7, glandular epitelden ortaya ¢ikan malign ve bening tiimérlerde eksprese edilmektedir.
MMP-7; elastin, tip 1V kollajen, fibronektin, vitronektin, aggrekan ve proteoglikanlar1 iceren
ESM bilesiklerine kars1 genel bir substrat spesifikligine sahiptir (Tablo 7) (120). MMP-7,
ayrica  ESM bilesenleri disindaki bazi biyoaktif molekiillerin regiilasyonunda da rol
almaktadir. Diger bazi MMP’ler gibi MMP-7 de; ektodomainde TNF-o prekiirsorii (123),
FasL (124), heparin-baglama epidermal bliyiime faktorii (HB-EGF) (85), E-kadherin (104) ve
B4-integrin (125) gibi hiicre yiizeyi molekiillerini kesme fonksiyonuna sahiptir.

FasL, TNF-a ve HB-EGF apikal olarak lokalize olurken; E-kadherin, p4-integrin ve
cesitli ESM bilesenleri bazolateral olarak lokalize olmustur. Polarize bir sistemde MMP-7
salintminin hangi mekanizma ile regiile edildigi heniiz net degildir (121). Harrell ve
arkadaslar1 bir in vitro model kullanarak, proMMP-7’nin primer olarak bazolateral
kompartmana salindigini ileri siirmiislerdir. Ancak MMP-7 apikal kompartmanda daha aktiftir

ve bu durum MMP-7 aktivatorlerinin birlikte salindig1 diistincesini desteklemektedir.



Tablo 7. MMP-7’nin biyokimyasal siiregleri (12)

Fonksiyon Substrat Lokalizasyon
Elastin ESM
Tip IV kollajen ESM
Fibronektin ESM
Degredasyon Vitronektin ESM
Agrekan ESM
Proteoglikan ESM
IGFBP-1,-2,-3,-4,-5,-6 Serum
Plazminojen Serum

ADAM-28 Lenfosi}tlg:;;zfil kanser
. . . Ince barsak kriptlerindeki
Aktivasyon Intestinal a-defensin Paneth hiicreleri

proMMP-2 Cesitli
proMMP-9 Cesitli

B4-integrin Hiicre yiizeyi

E-kadherin Hiicre yiizeyi

Kesme FasL Hiicre ylizeyi

proHB-EGF Hiicre ylizeyi

TNF-o prekiirsorii Hiicre ylizeyi

2.4.1 Kanserde MMP-7’nin Ozellikleri
2.4.1.1 Kanserde MMP-7’in Dagilim

MMP’lerin birgogu stromal fibroblastlar, makrofajlar ve endotelyal hiicreler gibi
stromal hiicreler tarafindan predominant olarak iiretilmesine ragmen, MMP-7’yi de kapsayan
bazi MMP’ler; tiimor hiicreleri tarafindan da eksprese edilmektedirler. MMP-7; mezenkimal
timorlerde ve ¢esitli epitel tiimorlerde asir1 eksprese edilmektedirler. Yapilan arastirmalarda
MMP-7’in; 6zafagus (126), mide (127), kolon (116), karaciger (128) ve pankreas (129) gibi
sindirim organlarmnin invaziv kanserlerinde asir1 eksprese edildigi gosterilmisti. MMP-7
ekspresyonunun ilerlemis klinikopatolojik evreler ve kotii prognoz ile baglantisi oldugunu
belirten 6nemli kanitlar bulunmaktadir (126). MMP-7 ayrica akciger (130), deri (131), meme
(132), prostat (133) gibi diger organlarin kanserlerinde de asir1 eksprese edilmektedir.



Kolorektal kanserde MMP-7 i¢in invazif bolgedeki kanser hiicrelerin sitoplazmasi bazolateral
olarak boyanirken, neoplastik bezlerin apikal olarak bir boyama gdzlenmektedir (116). invazif
bdlgedeki kanser hiicrelerinde MMP-7’nin bazolateral olarak boyanmasi pek ¢ok epitel timor
tiirlinde goriilmiistiir ve bu durum MMP-7’nin matriks pargalayan proteaz olarak direk rolii

oldugu diisiincesini ortaya koymaktadir.

2.4.1.2 Kanser invazyonunda MMP-7’in Rolii

Diger MMP’ler gibi MMP-7 de; ESM substratlarii proteolitik olarak pargalayarak
kanser invazyonunu tetiklemektedir. Ayrica MMP-7; tiimér invazyonunu kolaylastirmak
amaciyla pro-MMP-2 ve pro-MMP-9 gibi diger MMP’leri aktive edebilmektedir (Tablo 7)
(134). Yapilan arastirmalarda in vitro MMP-7’in mide, kolon ve pankreas kanser hiicrelerinin
invazivligini destekledigi ve MMP-7 ekspresyonu ile 6zafagus, mide, kolon, karaciger ve
pankreas kanser hiicrelerinin invazivligi arasinda karsilikli iliski bulundugu ileri siiriilmiistiir
(126).

MMP-7 ayrica, ESM dis1 proteinlerin aktivitelerini regiile ederek tiimér invazyonuna
katkida bulunmaktadir. Bir transmembran proteini olan E-kadherin, kateninlerin sitoplazmik
kuyrugu ile etkileserek hiicre adhezyonunun pozitif regiilasyonunda gérev alir. MMP-7 ve
MMP-3; E-kadherinin ektodomain kesme fonksiyonu ile ¢oziiniir E-kadherininin salinmasina
neden olurlar. (104) (Sekil 8). Coziiniir E-kadherin, E-kadherin fonksiyonunu inhibe ederek
timor hiicrelerinin invazyon ve migrasyonunu destekler.

Osteoblastik ve osteolitik degisiklikler ile baglantili olan insan metastatik prostat
kanserine benzeyen bir kemirgen modelinde; osteoklastlar tarafindan tretilen MMP-7,
niikleer faktor-kappa B ligandinin reseptor aktivatoriinii (RANKL) osteoklast aktivasyonunu

destekleyen ¢oziiniir formuna doniistiirebilme yetenegine sahiptir (135).



[3- Katenin

Sekil 8. E-kadherin adherans baglantilarin MMP-7 tarafindan par¢lanmasi (12)

2.4.1.3 Kanser Biiyiimesinde MMP-7’in Rolii

Yapilan arastirmalarda, MMP-7’in tiimorigenezin erken evrelerinde etkisi oldugu
gosterilmistir (136). MMP-7 tarafindan ESM dis1 proteinlerinin modifikasyonu, MMP-7’in
erken tiimorigenezde rolii oldugunu gosteren mekanizmalardan biridir. MMP-7; olgun HB-
EGF iriniinii elde edebilmek i¢in HB-EGF prekiirsoriiniin (proHB-EGF) ektodomainini
keser. Olgun HB-EGF; ErbB4 reseptoriinii aktive ederek hiicresel proliferasyonu tetikler ve
apoptozu inhibe eder (85).

IGF sistemi; mitojenik ve antiapoptotik etkileri araciligiyla tiimorigenezde énemli bir
rol oynamaktadir. IGF’lerin biyolojik olarak bulunabilirligi, IGFBP’lerle etkilesimleri
tarafindan regiile edilmektedirler. IGFBP’lerin proteolitik modifikasyonu, IGF’lerin biyolojik
olarak bulunabilirligi arttwrmaktadwr. MMP-9, MMP-3 (137), MMP-7 (138) ve MMP-19
(139); IGFBP-3 gibi IGFBP’ler iizerinde proteolitik etki gostererek IGF regiilasyonunda
gorev almaktadir. MMP-7; tiim IGFBP’leri (IGFBP-1, -2, -3, -4, -5, -6) parcalayabilme
fonksiyonuna sahiptir, boylece IGF’lerin biyolojik olarak bulunabilirligini arttirarak kanser

hiicrelerinin biiylimesini ve sag kalimini desteklemektedir (140).
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ADAM ailesi iiyesi olan ADAM-28, MMP-7’in substratidir (141). Yapilan
aragtirmalarda, MMP-7 tarafindan aktive edilen ADAM-28’in, IGFBP-3’iin hem serbest hem
de IGF-I veya IGF-11 ile kompleks formunu pargalayabildigi belirlenmistir.

2.4.1.4 MMP-7’in Apoptozdaki Rolii

Programlanmis hiicre Oliimii yani apoptoz; istenmeyen hiicrelerin uzaklastirildigi
fizyolojik bir siirectir. Apoptoz, cesitli uyaranlar tarafindan baslatilabilmektedir. FasL 6liim
reseptorii Fas’in bir transmembran uyaranidir ve baslica apoptoz tetikleyicilerinden biridir.

Yapilan ¢alismalarda, ¢oziiniir FasL’nin (sFasL) olusmasi igin MMP-7’in; kanser ve
kanser olmayan hiicre membranlarindan membran-bagli FasL’nin (mFasL) ektodomainini
kestigini gostermektedir (124). sFasL’nin salinmasi, Fas aktivasyonu araciligiyla cevre
hiicrelerde apoptozu arttirir. Ancak kanser hiicreleri bu proapoptotik sinyale karsi
dayaniklidir. Cevredeki normal hiicrelerin apoptotik etkisi ve kanser hiicrelerinin
antiapoptotik etkisi arasindaki farkliliklari olas1 nedenleri; sFasL’nin mFasL’ye kiyasla daha
diistik apoptotik potansiyel tasimasi ve ¢ogu kanser hiicrelerinin sinyal iletim kaskatinda
bulunan bazi proteinlerin diizeylerindeki anormallikler nedeni ile Fas-aracili apoptoza rolatif
olarak daha direngli olmasidir (142).

TNF-a, MMP-7 tarafindan hiicre ylizeyinden yavasca pargalanabilmektedir ve bir
biyoaktif sitokin olan ¢6ziiniir TNF-a tiretilir. TNF-o, TNF-reseptor-1’e baglanarak apoptozu
arttirabilir. Ancak TNF-o’nin MMP-7 tarafindan pargalanmasi TNF-o doniistiiren enzimine

gore (TACE) yaklasik 30 kat daha diisiik spesifiklik sabitine sahiptir (143).

2.4.1.5 Anjiyogenezde MMP-7’in Rolii

Anjiyogenez, yeni kan damarlarinin gelisimi veya biiylimesi siirecine verilen isimdir ve
ayrica neovaskiilarizasyon olarak da bilinir. Bu siireg, kanser hiicrelerinin biiyiimesi ve ¢evre
dokulara saldirmasi i¢in esansiyeldir. Anjiyogenez sirasinda, MMP’ler; ESM igerisinde de
novo Kkapillerin biiyiiyebilecegi ve uzayabilecegi yeni agikliklarin olusumunda 6nemli rol
oynamaktadir.

Yapilan arastirmalarda, MMP’lerin tiimor hiicrelerine komsu vaskiiler endotel
hiicrelerde eksprese edildigi gosterilmistir. MMP-7-pozitif tiimor hiicrelerine yakimn olan
vaskiiler endotel hiicrelerde; in situ hibridizasyon ve immiinohistokimya teknikleri

kullanilarak MMP-7’ye ait mRNA ve protein diizeyleri belirlenmistir (144). Ayrica doz-



bagimli durumda in vitro’da MMP-7’in HUVEC hiicrelerinin proliferasyonunu hizlandirdigi
gosterilmistir (145). Gastrik hiicrelerde immiinohistokimyasal arastirmalarda mikrodamar
yogunlugunun MMP-7 ekspresyonu ile karsilikli iligki igerisinde oldugunu goriilmiistiir. Bir
baska ¢alismada insan kolon kanser hiicrelerinin bir fare modeline nakledilen bélgede, MMP-
7-uyarimli anjiyogenezin, MMP-7-spesifik bir antisense oligoniikleotid tarafindan inhibe
edildigi belirlenmistir (146). Bu sonuglar MMP-7’in vaskiiler endotel hiicrelerdeki proliferatif
etkisi ile direk olarak anjiyogenezi tetikledigini ileri siirmektedir.

Diger yandan MMP’ler antianjiyojenetik etkiye sahip olan polipeptidleri olusturarak
anjiyogenezi inhibe etmektedirler. MMP-2, MMP-7, MMP-9 ve MMP-12 (147) bir
anjiyogenez inhibitorii olan anjiyostatin fragmenti {iretebilmek igin insan plazminojenlerini
parcalayabilme yetenegine sahiplerdir. Anjiyostatin endotel hiicre proliferasyonunu azaltir ve
endotel hiicre apoptozunu tetikler ve boylece tiimor biiylimesinin potansiyel inhibitorii olarak
rol alir (148). Diger bir anjiyogenez inhibitorii olan endostatin, kan damarlarmin biiyliimesini
inhibe etme potansiyeline sahiptir. In vitro’da endostatin-igceren bir fragment; MMP-3, MMP-
7, MMP-9, MMP-13 ve MMP-20 tarafindan (149); in vivo’da ise MMP-7 tarafindan (150),
tip XVIII kollajenden olusmaktadir. Ayrica, antianjiyogenik olan neostatin-7 (C-terminal 28-
kDa endostatin-igeren proteolitik fargment), MMP-7’in proteolitik etkisi ile tip XVIII
kollajenden olusmaktadir (151).

VEGF, anjiyogenezin en etkili mediyatorlerinden biridir. Yapilan son ¢aligmalar; MMP-
3, -7, -9 ve -19’un, VEGF’in matriks bagli izoformunlarini pargalayabildigini ve matriksten
¢cOziinebilir fragmentler olarak salindigini gostermistir. Boylece ¢oziiniir VEGF; ya MMP-
bagimli par¢alama ya da matrikse baglanma bolgesini uzaklastiran mRNA splicing yoluyla
olusmaktadir. Ancak beklenenin aksine tiimor sag kalim igin gerekli olan damar biiylimesinde
¢oziinlir VEGF, matriks-baghh VEGF’den daha az etkilidir. Bu durum ¢6ziniir VEGF ve
matriks-bagli VEGF’in ayn1 hiicre yiizey reseptorii (VEGFR2) iizerinden etki etmelerine
ragmen, farkli sinyal iletim sonuglar1 sagladigini ileri stirmektedir (152).

Sonug¢ olarak; MMP’lerin tiimdr anjiyogenezini regiile ettigi mekanizma oldukca
karigiktir. MMP-7 ve diger MMP’ler her zaman proanjiyogenik degil ayni zamanda
antianjiyogenik etki de gdsterebilmektedir ve bu iki etki arasindaki dengenin nasil degistigi

heniiz net degildir.



2.4.2 MMP-7’nin KRK’deki EtKisi

Yapilan pek ¢ok calismada, KRK’da pek ¢ok MMP tiiriiniin hem ekspresyonunda hem
de aktivitesinde artis oldugu kanitlanmistir (153). Ancak daha sonra yapilan ¢alismalarda bir
takim spesifik MMP’lerin kolorektal tiimorigenezinin erken evrelerinde ayri1 bir rol
oynadiklar1 anlasilmistir.

Ozellikle erken kolonik adenomlarin biiyiimesinde ve invaziv kansere déniismesinde
MMP-7  6nemli bir rol oynamaktadir (136). Yapilan arastirmalarda kolonik
adenokarsinomlarin % 90’mnda MMP-7 ekspresyonunun oldugu gézlenmistir (113). Ayrica
immiinreaktif MMP-7’nin, kolorektal adenom hiicrelerin sitoplazmasinda lokalize oldugu
belirlenmistir (154). Artmug MMP-7 ekspresyonunun, nodal ve distal metastaz ile karsilikli
iligki igerisinde oldugu in situ hibridizasyon ve immiinohistokimyasal ¢aligmalarla
gosterilmistir (136).

FAP olan ve APC geninde mutasyon tasiyan bireylerde MMP-7’nin asir1 eksprese
olmasi, MMP-7’nin KRK gelisimi ve progresyonundaki énemini ortaya koymaktadir. APC
genindeki fonksiyonel mutasyonlar, KRK’nin % 80’inde bulunmaktadir ve p-kateninin
niikleer birikimine neden olmaktadir (155). B-katenin, sitoplazmada TCF’ye baglanarak
niikleusa girer ve burada c-myc, MMP-7, siklooksigenaz, lirokinaz-tip plazminojen aktivator
reseptorii, CD44 ve siklin D1°i igeren hedef genlerin ekspresyonunu diizenler. Bu proteinlerin
KRK’da asir1 eksprese oldugu bilinmektedir. Yapilan arastirmalar KRK’da, MMP-7
transkriptleri ve niikleer B-katenin protein diizeyleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu
gostermistir (156). Ayrica B-katenin birikimi olmayan hiicrelerde MMP-7 ekspresyonu
belirlenememistir.

Bazal fizyolojik durumda, PB-katenin gap junctionlardaki E-kadherin ile kompleks
olustururken sitozolde, glikojen sentaz kinaz 3 (GSK-3f), konduktin/aksin ve APC ile biiyiik
bir kompleks formundadir. GSK-3p, daha sonra B-kateninin ubikuitinasyonuna ve proteolitik
degredasyonuna neden olan, p-katenin fosforilasyonundan sorumludur (157). APC
mutasyonlari, B-kateninin degredasyonunu inhibe eder, dolayisiyla niikleer birikimine ve daha

sonra transkripsiyon aktivasyonuna neden olur (156).



UCUNCU BOLUM

3. MATERYAL ve YONTEMLER
MMP-7"nin KRK iizerindeki Onemini incelemek amaciyla bes farkli teknikten

yararlanilmistir:

1. MMP-7 mRNA ekspresyon diizeyinin belirlenmesi i¢in “Real Time Polimerase
Chain Reaction- Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time PCR)”
yontemi,

2. MMP-7’nin  protein  ekspresyonunun  belirlenmesi icin  “Enzim-Bagl
Immiinosorbent Analizi (ELISA)”,

3. Pro- ve aktif- MMP-7 miktarinin belirlenmesi i¢in “Kazein Zimografi” yontemi,

4. MMP-7 proteinin hiicresel lokalizasyonunun belirlenmesi icin
“Immiinohistokimya (IHC)” yontemi,

5. MMP-7 proteinin hiicresel lokal aktivitesinin belirlenmesi i¢in “In situ Kazein

Zimografi (1SZ)” yontemi.

3.1 MATERYAL
3.1.1 Kolon ve Rektum Doku Materyalleri

Calismamizda, kolon ve rektum kanser teshisi konmus hastalardan Dokuz Eyliil
Universitesi etik kurul onay ile tiimor dokular1 ve tiimdriin en az 10 cm uzagmdan almmis
eslenik normal dokular1, Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali
tarafindan cerrahi miidahale sonucu alinmistir. Operasyon sonrasi alman doku 6rnekleri, steril
bir kriyoviyal igerisine alinarak hizla sivi nitrojen igerisinde donduruldu. Ayrica IHC
denemeleri i¢in birer doku 6rnegi % 10’luk formaldehit igeren tiiplere alindi ve oda

sicakliginda saklandi. Stvi nitrojende dondurulan O6rnekler ise deneyler gergeklestirilinceye

kadar -80°C’de sakland.

3.1.2 Hasta Grubunun Olusturulmasi
Caligmamizda PCR ile IHC (n=18) denemeleri ve ELISA (n=31) analizi i¢in ayr1 hasta
gruplar1 olusturulmustur. Buna gore hastalarin klinikopatolojik verileri iki ayri1 kisimda

incelenmis ve asagidaki tablolarda gosterilmistir (Tablo 8, 9).



Tablo 8. PCR ve IHC denemelerinde
klinikopatolojik verileri

PARAMETRE

CINSIYET
Erkek
Kadin
YAS
65 <
65 >
NEOADJUVAN TERAPI
Var
Yok
TUMOR YERLESIMI
Kolon
Rektum
TUMOR BOYUTU
5cm<
S5cm>
TUMOR DIFERANSIYASYONU
Diisiik
Yiiksek
MUSINOZ TUMOR
Var
Yok
UZAK METASTAZ
Var
Yok

kullanilan kolorektal kanserli

SAYI

12

15

13

OLGU

%

66,7
33,3

52,9
47,1

58,8
41,2

23,5
76,5

64,3
35,7

86,7
13,3

11,8
88,2

23,5
76,5

hastalarin



OLGU
PARAMETRE

SAYI %
T EVRE
Erken Evre (Tis-T1-T2) 7 41,2
Geg Evre (T3-T4) 10 58,8
N EVRE
NO 11 64,7
N1 3 17,6
N2 2 11,8
NX 1 5,9
P EVRE
pEO 1 5,9
pEl 4 23,5
pE2 6 35,3
pE3 3 17,6
pE4 3 17,6
PERINORAL INVAZYON
Yok 14 82,4
Var 3 17,6
LENFATIK INVAZYON
Yok 12 75,0
Var 4 25,0
VENOZ INVAZYON
Yok 15 88,2

Var 2 11,8



Tablo 9. ELISA analizinde kullanilan kolorektal kanserli hastalarn klinikopatolojik

verileri

OLGU
PARAMETRE
SAYI %
CINSIYET
Erkek 21 67,7
Kadin 10 32,3
YAS
65 < 17 56,7
65 > 13 43,3
NEOADJUVAN TERAPI
Var 17 56,7
Yok 13 43,3
TUMOR YERLESIMI
Kolon 9 30,0
Rektum 21 70,0
TUMOR BOYUTU
5cm< 24 80,0
5cm> 6 20,0
TUMOR DIFERANSIYASYONU
Diisiik 22 84,6
Yiiksek 4 15,4
MUSINOZ TUMOR
Var 5 16,7
Yok 25 83,3
UZAK METASTAZ
Var 4 13,3

Yok 26 86,7



OLGU

PARAMETRE
SAYI %
T EVRE
Erken Evre (Tis-T1-T2) 16 53,3
Geg Evre (T3-T4) 14 46,7
N EVRE
NO 17 56,7
N1 7 23,3
N2 5 16,7
NX 1 3,3
P EVRE
pEO 1 3,3
pE1 10 33,3
pE2 6 20,0
pE3 9 30,0
pE4 4 13,3
PERINORAL INVAZYON
Yok 25 83,3
Var 5 16,7
LENFATIK INVAZYON
Yok 20 69,0
Var 9 31,0
VENOZ INVAZYON
Yok 24 80,0

Var 6 20,0



3.2 YONTEMLER
3.2.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz Zincir Tepkimesi (Polymerase Chain Reaction - PCR), DNA igerisinde yer
alan, dizisi bilinen 6zgiin bir bolgeyi enzimatik olarak ¢ogaltmak i¢in uygulanan tepkimelere
verilen ortak bir isimdir. PCR yaygin olarak tibbi ve biyolojik arastirma laboratuvarlarinda
kalitsal hastaliklarin teshisi, genetik parmak izlerinin tanimlanmasi, bulasici hastaliklarin
teshisi, genlerin klonlanmasi, babalik testi ve DNA hesaplamasi gibi degisik konularda yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir.

PCR islemi, genel olarak 30-40 dongiiden olusur ve her bir dongiide {i¢ temel basamak
bulunmaktadir (Sekil 9).

1) Denatiirasyon basamagi (90-95 °C): Denatiirasyon basamaginda, ¢ogaltilacak DNA
denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir ve biitiin enzimatik reaksiyonlar durur
(6rnegin, bir dnceki dongiiniin uzama basamagi)

2) Primer baglanmasi (50-70 °C): Bu basamakta sicaklik 50-70°C arasinda bir degere
digiiriiliir ve primerlerin tek zincirli hale getirilmis DNA’ya baglanmasi saglanir. Bu
primerler ¢ogaltilacak DNA kismiin uglarindaki tamamlayici dizilere 6zgiil olarak
baglanarak kalip DNA’nin sentezi i¢in baglangi¢ gorevi yapar.

3) Elongasyon (Uzama) (70-75 °C): Baglanma siiresi bitince sicaklik 70-75°C’ye
cikarilarak, sistem igerisinde bulunan ve sicaga dayanikli DNA polimeraz (Taq
polimeraz) enzimi 5’ =3’ yoniine olmak tizere ortamdaki deoksiniikleosid trifosfatlar1
(dNTP) kullanarak, primerlerin 3’ ucuna niikleotidleri yerlestirir. Boylelikle zincir

uzamasini saglar ve boylece hedef DNA sekansmin bir kopyasi elde edilir.



POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU (PCR)

BORODODGDA

1. Adwn: Denatiirasyon

2. Adim: Primer
Baglanmasi

’ WWWW@WWWWWWWW ;
h l'\l |’|’ “ ""l <7 - | —}“J“LHJUULLH / 3 3. Adum: Zincir
l ! < . | 7 Uzamasi

Sekil 9. PCR dongii basamaklar1 (158)

Ard arda tekrarlanan dentiirasyon, primer baglanmasi ve uzama basamaklariyla DNA
sekanslar1 iissel olarak artar. Bu iissel artisin nedeni bir dongii sonucu sentezlenen iiriiniin
ardisik dongiide primer icin kalip gorevi gormesidir. Boylece her PCR dongiisi DNA
molekiilii izerinde istenilen bolgenin iki katina ¢ikmasi ile sonuglanir.

PCR teknigi kullanilarak ayrica gen ekspresyonunun analizi yapilabilmektedir. Bunun i¢in
oncelikle total RNA veya mRNA izolasyonu, daha sonra reverse transkriptaz tarafindan
komplementer DNA (cDNA) sentezi ve son olarak PCR isleminin uygulanmas1 gereklidir
(159).
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3.2.1.1 RNA lzolasyonu

TriPure izolasyon reaktifi kullanilarak doku oOrneklerinden total RNA izolasyonu
yapildi. Tripure reaktifinde, fenol ve guanidin tiyosiyanat bir monofazik ¢ozelti igerisinde
birlestirilmistir ve boylelikle hizli ve etkili bir sekilde RNaz aktivitesi inhibe edilmistir. Bu
yonteme gore, Tripure reaktifi igerisinde dokular homojenize edilir ve daha sonra kloroform
eklenerek faz ayrimi saglanir. Ustte kalan seffaf sulu fazda RNA, beyaz ara fazda DNA ve
altta bulunan pembe renkli organik fazda protein bulunur. Daha sonra siv1 faza izopropanol
eklenerek RNA ¢oktiiriilir ve etanol ile yikama yapilir (160). Calismalarimiz sirasinda

kullanilan cihaz ve malzemeler Tablo 10°da gosterilmistir.

Tablo 10. RNA izolasyonunda kullanilan cihaz ve malzemeler

Malzeme/Cihaz Adi Markast Kod Numarast
Tissue Lyser Homojenizator Qiagen -
Santrifiij Cihazi Heraeus -
TriPure Isolation Reagent (Trizol) Roche 11667157001
Kloroform Merck M102431
Izopropanol Riedel de Haen 24137

Absolute Etanol Merck 1.00971.2500



Uygulama Adimlar:

Homojenizasyon

1. 100 mg doku 6rnekleri 1000 pl Trizol iceren tiiplere alind1.

2. Tiplerin igerisine birer adet 0,5 mm capinda paslanmaz c¢elik boncuk
konuldu ve 30Hz’de 4 dakika Tissue Lyser homojenizatorde homojenize
edildi.

3. Homojenat 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

RNA Ekstraksiyonu
v

b T

4. Homojenata 200 pl kloroform ilave edildi, pipetaj yardimiyla iyice
karistirildi.

5. Daha sonra 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyon yapildi.

6. 12.000 rpm’de 30 dakika +4°C’de santrifiij yapildi.

7. Olusan 3 faz igerisinden st faz yeni bir tiipe alindi1 ve {izerine 500 ul
izopropanol konuldu. lyice pipetajla karistir1ldi.
8. Once 2 saat -20°C’de, daha sonra bir gece -80°C’de sakland.
9.12.000 g’de +4°C’de 15 dakika santrifiij yapildi.
10. Ust faz atild1 ve pellet 1,5 ml % 70 etanol ile yikandi.
11. 12.000 g’de +4°C’de 10 dakika santrifiij yapildi.
12. Ust faz atild1 ve drnekler 5 dakika havada kurutuldu.

RNA’min Coziinmesi ve Kantitasyonu

<

13. 50ul RNaz free dH,0 ile pelletin ¢dziinmesi saglandi.
14. PG T80 Spektrofotometre cihazi yardimiyla orneklerin 260nm’de

absorbanslar1 alindi. RNA konsantrasyonu asagidaki formiil kullanilarak

hesaplandi.

Crna= Agsonm X Seyreltme faktorii x 40 pg/ml



3.2.1.2 RNA’nin % 1,2 Formaldehit Agaroz Jelde Goriintiilenmesi

Izole edilen RNA &rneklerinin biitiinliigiinii degerlendirmek amaciyla, RNA 6rnekleri
% 1,2 Formaldehit agaroz jelde goriintillenmistir. Cogu RNA’lar intramolekiiler baz
eslesmesinden dolay1 sekonder yapilar olustururlar. Bu durum elektroforez sirasinda molekiil
boyutuna gore Orneklerin dogru bir sekilde goc¢ etmesine engel olur. Bu nedenle RNA
ornekleri goriintiilenirken jele, yiiriitme tamponuna ve Ornek yiikkleme tamponuna
denatiirasyon ajani olan formaldehit eklenir ayrica 6rneklerin 1siyla denatiirasyonu saglanir

(160). Calismalarimiz sirasinda kullanilan cihaz ve malzemeler Tablo 11°de gdsterilmistir.

Tablo 11. %1,2 Formaldehit agaroz jelde hazirlanmasi ve goriintiilenmesinde kullanilan

cihaz ve malzemeler

Malzeme/Cihaz Adt Markast Kod Numarast
Horizontal Elektroforez Sistemi ATTO -
Goriintiileme Cihaz1 Vilber Lourmat -

% 37 Formaldehit (12.3M) Sigma F1635
Agaroz Tip 1l High EEO Sigma A6138
Etidyum Bromiir Sigma E8751
Gliserol GPR 284546F
Agaroz Tip 11l High EEO Sigma A6138
EDTA Sigma EO2P
MOPS Sigma M1254
N, N-Dimetil formamide Sigma D8654

Sodyum asetat CODEY 366207



Uygulama Adimlan

RNA % 1,2 Formaldehit Agaroz Jel Hazirlama

Hml 2000,
e, 3

——150

——100

T

1. 50 ml agaroz jel i¢in bir erlene; 5 ml 10X FA jel
tamponu (Tablo10), 45 ml RNaz free dH,0 ve 6
gr agaroz konuldu (Sekil 10A).

2. Karigim eriyene kadar mikrodalga firinda 3-5
dakika kaynatildi.

3. Yaklasik 65°C’ye kadar sogutuldu (Sekil 10B).
4. Uzerinde 900ul % 37 Formaldehit ilave edildi.
5. Horizontal ATTA sistemine karisim dokiildii ve

taraklar1 yerlestirildi (Sekil 10C).

6. Jelin polimerlesmesi igin yaklagik 1 saat

beklendi.

Sekil 10. % 1,2 Formaldehit agaroz jel hazirlama.

Tzole Edilen RNA Orneklerinin Jelde Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi

. 5X RNA o6rnek yiikleme tamponu (Tablo 12) ile

RNA ornekleri karistirilarak her kuyucukta 2 pg
RNA olacak sekilde hazirlandi.
Hazirlanan 6rnekler 65°C’de 5 dakika inkiibe edildi

ve siire sonunda hizla buz igerisine alind1.

. Daha 6nce hazirlanan % 1,2 formaldehit agaroz jel,

elektroforez sistemine yerlestirildi ve {izerine
1X FA yiritme tamponu (Tablo 12) konuldu
(Sekil 11A).

. Taraklar jelde dikkatlice ¢ikarildiktan sonra

ornekler kuyucuklara yiiklendi (Sekil 11B).

. 80V sabit, 50mA’de 30-45 dakika elektroforez

uyguland1 ve jeller Vilber Lourmat cihazinda

goriintiilendi.

Sekil 11. izole edilen RNA 6rneklerinin jele yiiklenmesi.
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Tablo 12. % 1,2 Formaldehit agaroz jel yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

Cozeltiler Ozellikleri

10 mM EDTA, pH 7,0
10X Formaldehit (FA) Jel Tamponu 200 mM MOPS
50 mM Sodyum Asetat

0,5MEDTApH 8,0

% 37 Formaldehit

% 100 Gliserol

Formamid

10X FA Jel Tamponu

40 pg/ml Etidyum Bromiir

50 ml 10X FA Jel Tamponu
1X FA Yiiriitme Tamponu 10 ml % 37 Formaldehit
440 ml RNaz free dH,0

5X RNA Ornek Yiikleme Tamponu

3.2.1.3 Komplementer DNA (cDNA) sentezi

mRNA molekiiliiniin tek iplikli cDNA molekiiliine donistiiriilmesi islemi iki basamakta
gerceklesir. Ilk adimda mRNA random primer ile hibridize olur ve transkriptor reverse
transkriptaz enzimiyle dNTP’ler kullanilarak zincir uzamasi saglanir. Ikinci adimda ise,
transkriptor reverse transkriptazin RNaz H aktivitesi araciligiyla RNA-DNA hibritlerindeki
RNA molekiilii par¢alanir ve tek iplikli cDNA elde edilir (Sekil 12) (160). Calismalarimiz

sirasinda kullanilan cihaz ve malzemeler Tablo 13’te gosterilmistir.

=] e} et}
[ T T T I R T e T T T PN NMNNMN

Random primer Random primer Random primer

Reverse
Transkriptér Reverse Transkriptaz Transkripsivon

* RNaz H RNA kahbinin

nzaklastirnlmasi

Sekil 12. cDNA sentezi akim semasi (161)



Tablo 13. ¢cDNA sentezinde kullanilan cihaz ve malzemeler

Malzeme/Cihaz Adi Markast Kod Numarasi
Thermal Block Cycler PCR Cihazi MJ Research -
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit Roche 04896866001
Uygulama Adimlan

1. 1lk olarak RNA &rneklerinden 5 pg olacak sekilde alindi ve RNaz, DNaz free dHO ile
son hacim 11 ul’ye tamamlandi.
2. Her tlipe 2 pl random hegzamer primer konuldu.

3. RNA sekonder yapilarinin denatiirasyonu amaciyla tiipler, “Thermal Block Cycler
PCR?” cihazinda 65°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sirasinda 6rnek sayisma gore “RT mix” hazirland1 (Tablo 14).

Tablo 14. RT mix hazirlama

Reaktifler Tek ornek icin miktar
Transcriptor RT Reaction Buffer 4 ul
Protector RNaz Inhibitor 0,5 ul
Deoxynucleotide mix 2 ul
Transcriptor Reverse Transcriptase 0,5 ul

5. Inkiibasyon sonrasi her tiipe 7 pl RT mix konuldu.
6. Daha sonra tiipler Thermal Block Cycler PCR cihazina yerlestirilerek;
@) 10 dakika 25°C’de
(b) 60 dakika 50°C’de
(© 5 dakika 85°C’de
(d) oo zamanda +4°C’de inkiibe edildi.
7. Sentezlenen cDNA 6rnekleri -20°C’de saklanda.



3.2.1.4 Real Time PCR (Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Real Time PCR, ¢ift zincirli DNA’ya baglandiklarinda floresan sinyal veren boyalar
(6rn, SBR Green) kullanilarak amplifikasyona bagli DNA artisi ile agiga ¢ikan floresan
sinyalin kantitasyonunu yapan bir PCR teknigidir. Primerin baglanmasini takiben
gerceklestirilen uzama asamasinda hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya
baglanan “SYBR Green” miktar1 artmakta ve buna bagh olarak yayilan floresans miktarinda
artiy gdzlenmektedir. Floresan bir boya olan SYBR Green ¢ift iplikli DNA heliksinin mindr
oluklarina baglanir (Sekil 13). SYBR Green oldukga stabil bir boyadir, 30 amplifikasyon

dongiisti sonunda sadece % 6 oraninda aktivite kayb1 gosterir.

SYBR Green - Isik yayilim

.l

Sekil 13. SYBR Green etki mekanizmasi

Real Time PCR yoOnteminin en 6nemli avantajlari, reaksiyon sirasinda veri takibinin
yapilabilmesi, duyarliliginin yiiksek olmasi, kantitasyon yapilabilmesi ve PCR sonrasi
elektroforez islemini gerektirmemesidir.

Real Time PCR kullaniminda SYBR Green kullanimmin avantajlar1 ucuz, kullanimi
kolay ve duyarli olmasidir. Ancak bunun yaninda bir takim dezavantajlar1 da bulunmaktadir.
SYBR Green ¢ift iplikli DNA’ya baglanma 6zelligi nedeniyle, reaksiyon sirasinda olusan
primer-primer dimerlerine veya non-spesifik reaksiyon iriinlerine de baglanarak hedef
konsantrasyonun oldugundan daha fazla goriinmesine neden olabilmektedir (158).

Calismalarimiz sirasinda kullanilan cihaz ve malzemeler Tablo 15°de gdsterilmistir.
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Tablo 15. Real Time PCR denemesinde kullanilan cihaz ve malzemeler

Malzeme/Cihaz Adi Markasi Kod Numaras:
Light Cycler PCR Cihazi Roche -
Light Cycler Fast Start DNA Master SYBR Greenl Roche 12239264001
Light Cycler Primer Set Human MMP-7 GmbH Hidelborg 150906
Light Cycler Primer Set Human -actin GmbH Hidelborg 210307
Uygulama Adimlan

1. B-aktin housekeeping gen olarak kullanildi.
2. p-aktin ve MMP-7 standartlar1 1/10, 1/100 ve 1/1000 oranlarinda seyreltildi.
3. Ornek sayisina gére Master mix hazirlandi (Tablo 16).

Tablo 16. Master mix hazirlama

Reaktifler Tek ornek icin miktar
PCR grade dH,0 6 ul
Light Cycler Primer Set 2 ul
Light Cycler FastStart DNA Master SYBR Green | 2 ul

4. Kapiller sogutma bloguna yerlestirildi ve her birine 10 pul Master mix ve 10 pul dilue
edilmis cDNA ornekleri konuldu. Kapillerin kapaklar1 kapatildi.

5. Kapiller 2000 rpm 30 saniye spin yapilarak ¢ozeltilerin kapillerin dibinde toplanmasi
sagland.

6. Kapiller, Light Cycler PCR cihazina yerlestirildi ve real time PCR islemi baslatildi.
95°C’de 10 dakika, 1 dongii denatiirasyon basamagmm ardindan 95°C’de 10 saniye,
68°C’de 10 saniye, 72°C’de 10 saniye, 35 dongii amplifikasyon basamagi uygulandi.

7. Her bir 6rnege ait MMP-7 mRNA ekspresyonu, eslenik -aktin mRNA ekspresyonuna
oranlanarak “Rélatif Kantitasyon™ yapilmustir.



3.2.2 Kazein Zimografi ve ELISA Analizi
3.2.2.1 Doku Homojenizasyonu

Kazein zimografi ve ELISA analizlerinde kullanilmak iizere, hiicrelerin par¢alanarak
proteinlerin serbest kalmasi amaciyla doku homojenizasyonu yapildi. Calismalarimiz

sirasinda kullanilan cihaz ve malzemeler Tablo 17°de gosterilmistir.

Tablo 17. Homojenizasyon i¢in kullanilan cihaz ve kimyasallar

Malzeme/Cihaz Adi Markast Kod Numarasi

Sonikatdr Sonic & Materials -
Santrifiij Cihaz1 Thermo 23225
Tris-HCI Sigma T5941
Sodyum klortir Riedel de Haen 13423
Kalsiyum kloriir Riedel de Haen 12022

Brij 35 Sigma 430AG-6

Uygulama Adimlan

1. Oncelikle 100 mg doku tartildi ve 500 pl homojenizasyon tamponu (Tablo 18)
igerisine alind1.

2. Sonikator yardimiyla buz igerisinde dokular homojenize edildi.

3. Elde edilen homojenat 13.000 g’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi.

4. Siipernatantlar yeni bir tiipe alind1 ve analiz siiresine kadar -20°C’de saklandi.

Tablo 18. Doku homojenizasyonunda kullanilan ¢ozeltiler

Cozeltiler Ozellikleri

50 mM Tris-HCI pH 7,0
10 mM CaCl,

0,15 M NaCl

% 0,05 Brij 35

Homojenizasyon Tamponu



3.2.2.2 Protein Tayini

3.2.2.1’de elde edilen siipernatantta bulunan protein konsantrasyonu Bisinkoninik Asit

(BCA) yontemi ile saptandi. Belirlenen protein degerleri, kazein zimografi yonteminde

kuyucuklara yiiklenecek protein miktarinimn belirlenmesi ve ELISA analizi sonucu elde edilen

MMP-7 miktarinin mg protein basma degerinin hesaplanmasi i¢in kullanildi. Yo6ntemin

prensibi, alkali kosullarda protein tarafindan Cu®* iyonunun Cu'* iyonuna indirgenmesine ve

BCA reaktifi tarafindan renk degisimine dayanmaktadir (162). Calismalarimiz sirasinda

kullanilan cihaz ve malzemeler Tablo 19°de gésterilmistir.

Tablo 19. Protein tayininde kullanilan cihaz ve malzemeler

Malzeme/Cihaz Adi Markast Kod Numarast
ELISA Okuyucu Bio-Tek -
Pierce BCA kit Thermo 23225
Uygulama Adimlan

1.
2.

© N o g &

Standart protein olarak sigir serum albumin (BSA), Kor olarak dH,0O kullanilda.
Oncelikle farkli konsantrasyonlarda (2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 ug/ml)
BSA standard: hazirlandi.

Icerisinde bisinkoninik asit bulunan BCA A Reaktifi ve % 4 bakir siilfat iceren BCA
B Reaktifi 50:1 oraninda karistirilarak “Working Reagent” hazirlandi.

96 kuyucuklu bir mikroplaga standart ve 6érneklerden 25’er pl konuldu.

Her kuyucuga 200 ul “Working Reagent” eklendi.

37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

ELISA okuyucuda 562 nm’de 6rnek ve standartlarin absorbans degerleri okundu.

Elde edilen absorbans verilerine karsi1 standart konsantrasyonu grafigi ¢izildi ve bu
standart grafiginden yararlanilarak Orneklerin total protein konsantrasyonu

hesaplandu.



3.2.2.3 Kazein Zimografi

Zimografi, proteazlarin (6zellikle MMP’lerin) aktif ve zimojen formlarini tayin etmede
kullanilan basit ve duyarli bir yontemdir.

Bu yontemde Oncelikle indirgeyici olmayan Kkosullarda SDS-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi (PAGE) ile proteinlerin molekiil agirliklarma gore ayrimi saglanir. Ayrimda
kullanilan poliakrilamid jel akrilamid ile kopolimerize olmus spesifik bir substrat (6rnegin,
kazein) icerir. Elektroforez sirasinda SDS MMP’leri denatiire ederek inaktif formda
olmalarin1 saglar.

Elektroforez sonrasi, jeller Triton X-100 ile yikanir. Triton X-100, jellerden SDS’i
uzaklastirarak enzimlerin aktivitelerini geri kazanmalarini saglar. Ayrica latent MMP’ler
herhangi bir par¢calanma olmaksizin otoaktive olurlar. Daha sonra poliakrilamid jel, uygun bir
aktivasyon tamponunda ve uygun sicaklikta inkiibe edilir. Bu slire¢ igerisinde renatiire olan
MMP’ler jel igerisinde bulunan substrati pargalarlar.

Inkiibasyon sonrasi jeller Coomassie Blue boyasi ile boyandiginda, pargalanmamis
substrata ait koyu mavi bir arka plana karsilik, MMP aktivitesini gOsteren substratin
pargalandig1 litik beyaz bantlar goriiliir (163). Calismalarimiz sirasinda kullanilan cihaz ve

malzemeler Tablo 20°de gdsterilmistir.



Tablo 20. Kazein zimografide kullanilan cihaz ve malzemeler

Malzeme /Cihaz Adi
Vertikal Elektroforez Sistemi
Goruntiileme Cihazi

% 12 Zymogram (Casein) Gel

1.0mmX212well

Casein (from bovine milk)

Akrilamid

N, N’ metilen bisakrilamid

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Isopropanol

2X Sample Buffer (Tris-Gly-SDS)
Low Molecular Weight Range
Rekombinant proMMP-7
Rekombinant aktif MMP-7

N, N, N’, N'-tetrametiletilendiamid

(TEMED)

Amonyumpersiilfat (APS)

Triton X-100

Zymogram Developing Buffer
Coomassie Blue R-250
Coomassie Blue G-250

Asetik Asit
Metanol
Glisin

Tris baz

Markasi
Biorad

UVP
Invitrogen

Sigma
Fluka
Fluka
Fluka
Riedel de Haen
Invitrogen
Sigma
Millipore
Millipore

Sigma

Amresco

AppliChem

Invitrogen
Sigma

AppliChem

Riedel de Haen

Merck
Sigma

Sigma

Kod Numarasi

EC64052

C5890
01696
6667
71725
24137
LC2676
M 3913
CC1057
CC1059

17024

0486
A49750
LC2671

B0149
A3480
27225
1.06018.2500
G8898
T6066



Uygulama Adimlan

Kazein Zimografi Jelinin Hazirlanmast

Invitrogen marka hazir kazein zimografi jellerin kullanilmasinin yani sira, ayrica

1 mg/ml kazein substrat iceren SDS-PAGE jeli hazirland.

1. Oncelikle Biorad marka jel hazirlama diizenegi kullanilarak aralarinda 0,75 mm bosluk
bulunacak sekilde camlar sisteme yerlestirildi.

2. 1lk olarak % 12’lik ayirict jel hazirlanarak (Tablo 21) iki cam arasinda dokiildii ve

hava ile temasini engellemek amaciyla iizerine az miktarda izopropanol eklendi.

Yaklasik 1 saat jelin polimerlesmesi i¢cin beklendi.

Ayrict jel polimerlistikten sonra izopropanol dokiildii ve dH»O ile yikama yapildi.

Ardindan % 5’lik paketleyici jel (Tablo 21) hazirland1 ve ayirici jel tizerine dokiildi.

o g~ w

Orneklerin uygulanacag1 kuyucuklarm olusturulmasi igin paketleyici jel iizerine hava
kabarcig1 olusturmayacak sekilde 0,75 mm kalmhigimda 10 kuyucuklu taraklar
yerlestirildi.

7. Yaklasik 1 saat paketleyici jelin polimerlesmesi i¢in beklendi.

Tablo 21. Kazein zimografide poliakrilamid jellerin hazirlanmasi

Kullanilan Reaktifler % 12°lik Aywricr Jel % 5°lik Paketleyici Jel

% 30 Akrilamid karigimi 8,0 ml 1,3 ml
dH,0O 4,6 mi 55ml
10 mg/ml Kazein substrati 2,0 ml -

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 50ml -

1,0 M Tris-HCI pH 6,8 - 1,0 mi
% 10 SDS 200 pl 80 pl
% 10 APS 200 pl 80 pl

TEMED 8 ul 8 ul



SDS-PAGE Jel Elektroforezi

1. Hazirlanan jeller Biorad marka elektroforez tankina, hazir jeller ise Invitrogen marka
elektroforez sistemine yerlestirildi ve icerisine “Yiriitme Tamponu” (Tablo 22)
eklendi.

2. Her kuyucukta 100 pg protein olacak sekilde homojenat ve “2X Tris-Gly-SDS Ornek
Yiikleme Tamponu” karistirild.

3. Pozitif kontrol olarak rekombinant pro- ve aktif-MMP-7 proteini kullanild.

4. Jellerden dikkatlice taraklar ¢ikarildi ve hazirlanan 6rnekler kuyucuklara ytiklendi.

5. Sistem kapatilarak sabit 125V’da 60-20mA/jel +4°C’de 6-7 saat elektroforez islemi
uygulandi (Sekil 14).

EKuyucuklara idrnek yiikleme
Katot

Paketleyici jel

Ay jel

Yiiriitme
tamponu

Sekil 14. SDS-PAGE o6rnek yiikleme semasi (164)

Orneklerin Aktivasyonu

6. Elektroforezden sonra jellerden SDS’i uzaklagtirmak amaciyla jeller yarim saat
siireyle % 2,5 Triton X-100 “Renatiirasyon Tamponu” (Tablo 22) ile yikand.
7. Daha sonra jeller, enzimlerin (pro ve aktif MMP-7) jel igindeki kazeini pargalamalari

icin 37°C’de bir gece aktivasyon tamponunda inkiibe edildi.



Jellerin Boyanmasi, Yikanmast ve Goriintiilenmesi

8. Jeller, “Boyama Cozeltisi” (Tablo 22) ile 2 saat boyunca boyama yapildi.
9. Fazla boyadan arindirma amactyla “Yikama Tamponu” (Tablo 22) ile yikama yapild.
10. UVP marka Jel Dokiimantasyon Cihazi kullanilarak yikanan jellerin goriintiileri

alindi.

Tablo 22. Kazein zimografi yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

Cozeltiler Ozellikleri

20 mM Tris-baz
1X Yiiriitme Tamponu 0,2 M Glisin
% 0,1 SDS

Renatiirasyon Tamponu % 2,5 Triton X-100
Aktivasyon Tamponu 10X Developing Buffer (Invitrogen)

%0,5 Coomassie Blue G-250
Boyama Cozeltisi % 40 Metanol
% 10 Asetik Asit

% 40 Metanol

Yikama Cozeltisi . .
% 10 Asetik Asit



3.2.2.4 ELISA Yontemi

ELISA yontemi kolorektal tiimor ve eslenik normal dokularindaki total MMP-7 (aktif
ve latent form) protein ekspresyonunun kantitatif analizi amaciyla kullanilmistir. Bu teknikte
96 kuyucuklu mikroplak, insan MMP-7’ye spesifik antikor ile kaplanmistir. Ornek igerisinde
bulunan MMP-7, kuyucukta kapli olan spesifik antikora baglanir. Yikama iglemlerinden sonra
sirasiyla biyotinlenmis anti-human MMP-7 sekonder antikoru, Horseradish Peroxidase-
konjuge edilmis-streptavidin ve enzime spesifik bir substrat olan TMB substrat1 kuyucuklara
eklenir. Enzim, substrat1 renkli bir iirtine doniistiiriir ve olusan tiriin miktar1 6rnekteki antijen
miktar1 ile dogru orantilidir. Boylelikle olusan renk yogunlugundan ve standart grafiginden
yararlanilarak ornek igerisindeki MMP-7 miktar1 dlgiiliir (Sekil 15). Calismalarimiz sirasinda

kullanilan cihaz ve malzemeler Tablo 23’de gosterilmistir (165).

HRP-konjuge
Strepta\ 1dm

7@ =

3 # g
Biy otmlenml.. |
Antikor

@w

Antijen Spezifik
1 Antikor

Sekil 15. ELISA ¢alisma prensibi (166).

Tablo 23. ELISA yonteminde kullanilan cihaz ve malzemeler

Malzeme/Cihaz Adi Markast Kod Numarasi
ELISA Okuyucu Bio-Tek -
MMP-7 ELISA kit RnD ELH-MMP7-001



Uygulama Adimlan

1.

10.

11.

12

MMP-7 standardi olarak rekombinat insan MMP-7, kor olarak “Assay Diluent”
kullanild.

Oncelikle farkl konsantrasyonlarda (60 — 20 — 6,67 — 2,22 — 0,74 — 0,25 — 0,082
ng/ml) MMP-7 standard1 hazirland1.

96 kuyucuklu bir mikroplaga standart ve drneklerden 100’er ul konuldu ve plagin
tizeri kapatildi.

Bir gece +4°C’de hafifce karistirilarak inkiibe edildi.

Kuyucuklardaki ¢ozelti dokiildii ve “Wash Buffer” ile 4 kere yikama yapild.

Her kuyucuga 100’er ul biyotinlenmis antikor konuldu ve hafif¢e karistirilarak oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

Kuyucuklardaki ¢ozelti dokiildii ve “Wash Buffer” ile 4 kere yikama yapild1.

Her kuyucuga 100°er ul HRP-Streptavidin ¢ozeltisi konuldu ve hafifce karistirilarak
oda sicakliginda 45 dakika inkiibe edildi.

Kuyucuklardaki ¢ozelti dokiildii ve “Wash Buffer” ile 4 kere yikama yapild1.

Her kuyucuga 100°er ul “TMB-One Step Substrate” reaktifi konuldu ve hafifce
karistirilarak oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.

Daha sonra her kuyucuga 50’ser ul “Stop Solution” eklendi

. ELISA okuyucuda 450 nm’de 6rnek ve standartlarin absorbans degerleri okundu.
13.

Elde edilen absorbans verileri ve kars1 gelen standart konsantrasyonlar1 kullanilarak
logaritmik skalada standart grafigi ¢izildi ve bu grafikten yararlanilarak 6rneklerin

total MMP-7 konsantrasyonu hesaplandi.



3.2.3 Immiinohistokimya (IHC)

IHC, temel olarak antijen (protein) / antikor etkilesiminden faydalanilarak doku
kesitlerinde protein lokalizasyonunu belirlemek amaciyla kullanilan bir tekniktir. Bu
antijen/antikor etkilesimi gorlintiilemek i¢in farkli teknikler gelistirilmistir. En yaygin
gorlintiileme teknigi, antikora bagli formda bulunan ve renk olusturan bir reaksiyonu
katalizleyen peroksidaz gibi bir enzimin kullanimidir. Alternatif olarak, antikora bir rhodamin
gibi bir florofor da bagli olabilir (Sekil 16) (160). Calismalarimiz sirasinda kullanilan cihaz ve
malzemeler Tablo 24’de gosterilmistir.

\
a\J

T R

Doku kesitlerine PBS ile yikama Primer antikor ile
Blocking Reagent eklenmesi inkiibasvon

L\ ST
|

’l;—:’.':
R \
[ 4] LSS a8 A

= \ -
- - .t - =i

PBS ile yikama Enzim bagh PN
sekonder antikor " —

Kromojen ile muamale

Sekil 16. IHC akis semasi (167)

Tablo 24. THC’de kullanilan cihaz ve malzemeler

Malzeme /Cihaz Adi Markas Kod Numarast
Mikrotom Reichert-Jung -
Isik mikroskobu Olympus BH-2 -
Hematoksilen Riedel-de Haen 33230
Eozin Merck 1345
Entellan Merck UN 1866
EnVision*kit Dako K4004

Monoklonal mouse antikor MMP 7

(clone 1D2) Labvision MS-813-R7



Uygulama Adimlan
Istk Mikroskobik Doku Takibi

1. % 10’luk formaldehit ile tespit edilen kalin barsak dokulari, fiksatifin uzaklagtirilmasi
amaciyla 1 gece akar suyun altinda yikandi.

2. Daha sonra, dehidratasyon amaciyla 20’ser dakika % 70, % 80 ve % 96’lik etil alkol
serilerinden gecirildi.

3. Ardindan aseton ve ksilen serilerinden gegirildi.

4. 60°C’de parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin bloklar igerisine

gomiildii.

Hematoksilen-Eozin Boyama

1. Mikrotom araciligi ile alinan Spm’lik parafin kesitler deparafinizasyon islemi igin 1
gece 60°C’de inkiibasyondan sonra, 30’ar dakika iki degisim ksilene tabi tutuldu.

2. Ardindan rehidratasyon islemi i¢cin % 96’dan % 70’e azalan alkol serilerinden gegirilen
kesitler distile su ile yikandi.

3. 2 dakika hematoksilen ile boyamanmn ardindan, boyanin fazlasinin dokudan
uzaklastirilmasi i¢in 5 dakika akarsuda yikanan kesitler, 30 saniye eozin boyasi ile
boyandi.

4. Aym sekilde 5 dakika akarsu altinda yikama yapildiktan sonra sirasiyla % 70, % 80 ve
% 96’lik alkol serilerinden gegirilip havada kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla

30’ar dakika iki degisim ksilende tutulduktan sonra entellan ile kapatildi.

MMP 7’nin Immiinboyanmasi ve Goriintiilenmesi

1. Lizinli lama 5 pm kalinliginda alman kalin barsak doku kesitleri, deparafinizasyon i¢in
ksilen ve rehidratasyon igin % 100, % 96, % 80, % 70'lik etil alkol serilerinden
gecirildikten sonra, Posphate Buffered Saline (PBS) ile yikand:.

2. Antijen ile isleme sokmadan 6nce 15 dakika 0.1M sitrat tamponu (PH 6,0) igerisinde

mikrodalgada sitildi, oda 1sisina gelene kadar beklendi.



3. PBS ile yikanip, preparat ilizerindeki fazla sivi alindiktan sonra, endojen peroksidaz
aktivitesini engellemek i¢in Peroxidase Blocking Reagent oda sicakliginda 5 dakika
uygulandu.

4. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra primer antikor olarak monoklonal mouse antikor
MMP 7 (clone ID2) ile gece boyunca +4 °C’de inkube edildi.

5. Ertesi giin PBS ile yikanan kesitler Peroxidase Labelled Polymer ile oda sicakliginda
30 dakika inkube edildi. Kromojen olarak AEC (3-amino-9 ethylcarbazole) kullanildi.

6. Distile su ile yikama yapildiktan sonra Mayer's hematoksilen ile artalan boyamasi
yapildi. Ksilol banyolarindan gegirildikten sonra, 1:1 oraninda gliserol/dH,0 karisim1
ile lamlar kapatildi.

7. Negatif kontrol i¢in primer antikor kullanilmadan siirec isletildi.

8. Hazirlanan preparatlar Olympus BH-2 1sik mikroskobunda incelenerek gruplar

karsilagtirildi.



3.2.4 In Situ Kazein Zimografi
In situ zimografi (ISZ), ince bir substrat membrani iizerine yapistirilmis donmus kesit
kullanilarak enzim aktivitesinin lokalizasyonu gz Oniine getirmektedir (Sekil 17). Bugline
kadar ISZ caligmalari MMP’ler ve plazminojen aktivatorleri lizerine yapilirken kazein,
kollajen veya jelatin substrat olarak kullanildi (168). Calismalarimiz sirasinda kullanilan cihaz

ve malzemeler Tablo 25’de gosterilmistir.

Tablo 25. 1SZ’de kullanilan cihaz ve malzemeler

Malzeme Cihaz Ad: Markast Kod Numarast
Cryotom Cihaz1 Shandon -
Floresan Mikroskobu Nikon -
FITC-cojugate casein Invitrogen C2990
Agaroz Tip VII-Low Gelling Temperature Sigma A4018
Zymogram Developing Buffer Invitrogen LC2671
EDTA Sigma EO2P
DAPI Applichem A4099
Antifade Millipore S7114
Uygulama Adimlan

1. % 0,1 floresan isaretli substrat (0,1 mg/ml) ve % 0,1 agaroz uygun proteaz aktivite
tamponunda birbirine karistirildi. Negatif kontrol amaciyla ayrica igerisinde genel MMP
inhibitori olan EDTA iceren substrat ¢ozeltisi hazirlandi.

2. Jel soliisyonu 1siktan korunarak yaklagik 20 dakika kaynayan su banyosunda agaroz
tamamen eriyene kadar karistirildi.

3. Substrat jel soliisyonundan 50 pl lam iizerine alind1. Ikinci bir lam yardmmyla periferik
yayma yapilarak lamin substrat jel ¢ozeltisi ile kaplanmasi saplandi. Daha sonra lamlar

substrat ile birlikte siyah bir kutuda kurumaya birakild.



4. Donmus doku pargalart Cryotom cihazi

/ yardimiyla 8um kalinlhiginda kesilir ve kapli

lamlarn lizerine yerlestirilir.

FITC-bagh kazein ile
lamlarm kaplanmasi

5. Lamlar “Aktivasyon Tamponu” (Tablo 22)

iceren nemli kutulara konuldu ve 1siktan

4 korumak amaciyla kutu folyo ile sarildi.
6. 37°C’de  24-48 saat i¢in  zimografik

reaksiyonun ilerlemesi i¢in inkiibe edildi.

' Doku Kesiti

7. Hiicre niikleuslarin1  belirlemek amaciyla

4 preparatlarin iizerine DAPI/Antifade

(0,4pg/ml) gozeltisinden 20ul konuldu ve iizeri

: Inkiibasyon bir lamelle kapatilarak 10 dakika inkiibe
Proteaz
edildi.

f aktivitesi

ya 4 8. Hazirlanan preparatlar floresan mikroskobu ile

degerlendirildi.
Sekil 17. ISZ akis semasi (168)

3.3 ISTATISTIKSEL ANALIZ

Elde edilen veriler SPSS 17.0 istatistik programi kullanilarak degerlendirildi. Bagimli
iki grup arasmndaki anlamli farklilik Wilcoxon Siral Isaretler testi ve 2-paired t testi ile
incelendi. Klinokopatolojik degiskenler arasindaki iliskinin incelenmesinde nonparametrik
Spearman korelasyon testi ve parametrik Pearson korelasyon testi uygulanmistir.
Korelasyonun r degeri, 0,00-0,24 arasinda ise zayif; 0,25-0,49 arasinda ise orta; 0,50-0,74
arasinda ise gii¢lii ve 0,75-1,00 arasinda ise ¢ok giiclii olarak degerlendirilidi. Nonparametrik
testlerde ikili alt grup karsilastirmalarinda Mann-Whitney U testi, birden fazla alt grup
karsilagtrmalarinda Kruskal Wallis testi uygulanmustir. Bu testelerde anlamlilik diizeyi
p=<0,05 olarak ifade edilmistir.



DORDUNCU BOLUM

4. BULGULAR
4.1 REAL TIME PCR SONUCLARI

4.1.1 RNA orneklerinin %1,2 formaldehit agaroz jelde goriintiilenmesi.

Izole edilen RNA &rneklerinin intakt olup olmadigmi belirlemek amaciyla denatiire
kosullar altinda agaroz jel elektroforezi uygulanmistir. Bu jel goriintiilerine gore, intakt RNA
ornekleri (28 S ve 18S’de keskin bant veren) Real Time PCR denemesinde kullanilirken,

degrade RNA ornekleri degerlendirmeye alinmamistir (Sekil 18).

Intakt RNA Degrade RNA

28 S

18S

Sekil 18. RNA jel goriintiisti

4.1.2 MMP-7 mRNA Ekspresyon Analizi

Kolorektal kanserli 18 hastadan alinan timor ve eslenik normal dokulardaki MMP-7 ve
B-aktin mRNA ekspresyon diizeyleri, Light Cycler Software 4.05 (Roche Diagnostic)
kullanilarak belirlendi. Melting Curve analizinde non spesifik baglanma (6rnegin, primer
dimerleri) saptanan ornekler ¢alismaya dahil edilmedi (Sekil 19). Absolute Quantification
analizi ile MMP-7 ve B-aktin ekspresyonlar1 oranlanarak rolatif kantitasyon yapildi (Sekil 20)
(Tablo 26).
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Tablo 26. KRK dokularinda p-aktin ve MMP-7 mRNA ekspresyon degerleri

Tiimor Dokusu mRNA Ekspresyonu Normal Doku mRNA Ekspresyonu
Olgu

No. B-Aktin MMP-7 (*107%) B-Aktin MMP-7 (*107)
(kopya/pl) (kopya/pl) (kopya/pl) (kopya/pl)
1 1 19,51 1 1,54
2 1 0,32 1 -
3 1 6,21 1 4,29
4 1 5,00 1 0,01
5 1 7,62 1 0,04
6 1 1,52 1 0,02
7 1 - 1 0,01
8 1 3,08 1 1,68
9 1 0,90 1 -
10 1 9,29 1 0,31
11 1 31,10 1 0,01
12 1 - 1 0,34
13 1 0,22 1 0,004
14 1 0,17 1 0,01
15 1 1,02 1 0,09
16 1 5,2 1 0
17 1 1,19 1 0
18 1 1,15 1 8,8



Kolorektal timér ve eslenik normal dokularinda, rolatif MMP-7 ekspresyon diizeyleri
bagimli gruplarda Wilcoxon isaretli siralar testi kullanilarak incelendi ve iki grup arasindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,005) (Tablo 27) (Sekil 21).

Tablo 27. Kolorektal tiimor ve normal dokularinda median rolatif MMP-7 ekspresyon

verileri
Olgu Sayist  Minimum Maksimum Median p degeri
Timo6r Dokusu 16 0,00017 0,0311 0,002299 0.00
,001*
Normal Doku 16 0,00000 0,0043 0,000029

* Istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05)

0,0025

% 0,002299

0,002

0,0015

0,001

Raélatif MMP-7 Protein
Ekspresyonunun Median Degerleri

0,0005

0,000029

Tiimor Normal

Sekil 21. Kolorektal tim6ér ve normal dokularinda rélatif MMP-7 ekspresyon

diizeylerinin median degerleri, * Istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05)

Kolorektal tiimor dokularindaki rolatif MMP-7  ekspresyon diizeyleri ile
klinikopatolojik veriler arasindaki iliski, non-parametrik spearman’s rho korelasyon testi
kullanilarak incelendi ve yas ile negatif, T evre ve P evre ile pozitif korelasyon oldugu

belirlendi (Tablo 28).
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Tablo 28. Kolorektal tiimor dokularindaki rolatif MMP-7 ekspresyon diizeyleri ile

klinikopatolojik veriler arasindaki korelasyon

Faktor Korelasyon katsayist p degeri
Yas -0,588 0,021*

T Evre 0,687 0,005*

P Evre 0,536 0,04*

* Istatistiksel olarak anlaml1 (p < 0,05)

Kolorektal tiimoér dokularindaki roélatif MMP-7  ekspresyon

diizeyleri

ile

klinikopatolojik veriler arasinda alt grup karsilastirilmasi bagimsiz gruplarda Mann Whitney

U ve Kruskal Wallis testi kullanilarak incelendi (Tablo 29-31) (Sekil 22-24).

Tablo 29. Kolorektal tiimor dokularinda, yas ve rélatif MMP-7 ekspresyon verilerinin

alt grup karsilastirmasi

Yas Olgu Sayist  Minimum  Maksimum Median
<65 8 0,00022 0,031 0,00692
> 65 7 0,00017 0,005 0,00102

* [statistiksel olarak anlamli (p < 0,05)

0,008

* 0,00692

0,007

0,006

0,005

0,004

0,003

Rélatif MMP-7 Protein
Ekspresyonunun Median Degerleri

0,002

0,00102

0,001

YAS

p degeri

0,029*

Sekil 22. Kolorektal timor dokularinda, yas alt grubunda rolatif MMP-7 ekspresyon

diizeylerinin median degerleri, * Istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05)
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Tablo 30. Kolorektal tiimér dokularinda, timor evresi ve rolatif MMP-7 ekspresyon

verilerinin alt grup karsilastirmasi

T Evre Olgu Sayist = Minimum  Maksimum  Median
Erken Evre (T0-1-2) 5 0,00017 0,0031 0,000315
Geg Evre (T3-4) 10 0,00102 0,0311 0,005605

* Istatistiksel olarak anlaml1 (p < 0,05)

p degeri

0,008*

0,006
% 0,005605

0,005

0,004

0,003

0,002

Rolatif MMP-7 Protein
Fkspresyonunun Median Degerleri

0,001

0,000315

o

Eiken Evre Geg Evre
TUMOR EVRESI

Sekil 23. Kolorektal tiimor dokularinda, tiimor evresi alt grubunda rolatif MMP-7

ekspresyon diizeylerinin median degerleri, * Istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05)

Tablo 31. Kolorektal tiimor dokularinda, patolojik evre ve rolatif MMP-7 ekspresyon

verilerinin alt grup karsilastirmasi

P Evre Olgu Sayist  Minimum  Maksimum  Median
pEO 1 0,00022 0,00022 0,00022
pE1l 3 0,00017 0,0009 0,00032
pE2 6 0,00115 0,00929 0,005605
pE3 3 0,00119 0,0311 0,01951
pE4 2 0,00102 0,00152 0,00127

* [statistiksel olarak anlamli (p < 0,05)

p degeri

0,039*
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Sekil 24. Kolorektal tiimor dokularinda, patolojik evre alt grubunda rolatif MMP-7

ekspresyon diizeylerinin median degerleri

Kruskal Wallis varyans analizinde elde edilen farkin hangi gruplar arasinda oldugunu

belirlemek amaciyla Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanildi ve ikili alt

gruplar halinde karsilastirma yapildi. Anlamlilik diizeyi Bonferroni diizeltmesi ile belirlendi

ve p degeri 0,005’in altinda olmasi durumunda istatistiksel anlamli olarak degerlendirildi.

Buna gore, MMP-7 mRNA ekspresyon diizeyleri ile patolojik evre arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark goriilmedi.
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4.2 KAZEIN ZIMOGRAFI VE ELISA SONUCLARI
4.2.1 Protein Tayini
Kolon ve rektum tiimor eslenik normal dokularm protein diizeyleri Sekil 25°de

gosterilen standart kalibrasyon egrisinden yaralanilarak hesaplandi.

2,5
2
)
= 1,5
o
=
LV »]
s
E 1
-
y=0,0011x+ 0,1589
0,5 4 RZ=0,9944
o} ‘ . . )
o} 500 1000 1500 2000 2500
BSA (ng/ml)

Sekil 25. BSA standart kalibrasyon egrisi

4.2.2 Kazein Zimografi
Kolorektal tiimor ve eslenik normal dokular: i¢in temsili kazein zimogram Ornekleri
Sekil 26 ve Sekil 27’de gosterilmisti. MMP-7 aktivite diizeyleri bantlarm belirsiz ve

goriintiileme cihazinin 6l¢tim limitinin altinda olmasi nedeniyle degerlendirilememistir.
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29 kD
19 kD

Sekil 26. Kolorektal tiimor ve normal dokularmda kazein zimogram mini jel goriintiileri
(PK: Pozitif Kontrol, N: Normal doku, T: Tiimér dokusu, MW: Molecular Weight Marker)

PK PK MW T N T N T N T N N

Sekil 27. Kolorektal tiimor ve normal dokularinda kazein zimogram biiyiik jel goriintiileri

(PK: Pozitif Kontrol, N: Normal doku, T: Tiimér dokusu, MW: Molecular Weight Marker)

72




4.2.3 ELISA
Kolorektal tiimor ve eslenik normal dokularindaki total MMP-7 protein ekspresyon
diizeyleri Sekil 28°de gosterilen standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak hesaplandu.
BCA analizinden elde edilen total protein miktarlar1 kullanilarak mg protein basma total
MMP-7 konsantrasyonu belirlendi (Tablo 32).

10

/9/./‘//4

.

ABS (450 nm)

y=0,3778In(x) + 1,2904
R2=0,9998

0,01

0,01 0,1 1 10

Total MMP-7 (ng/ml)

Sekil 28. Total MMP-7 standart kalibrasyon egrisi

Tablo 32. KRK dokularinda MMP-7 protein ekspresyon diizeyleri

Tiimor Dokusu Normal Doku
MMP-7 Protein Ekspresyonu MMP-7 Protein Ekspresyonu
Olgu
Sayist MMP-7 Total ng MMP-7 MMP-7 Total ng MMP-7
Konsantrasyonu Protein / Konsantrasyonu Protein /
(ng/ml) (mg/ml) mg protein (ng/ml) (ug/ml) | mg protein
1 0,0549 5,41 0,01015 0,0526 2,48 0,02122
2 0,0684 8,09 0,00845 0,0676 6,72 0,01007
3 0,087 9,19 0,00947 0,0967 8,87 0,01091
4 0,26 8,47 0,03074 0,0381 8,24 0,00462
5 0,1034 10,29 0,01005 0,0469 5,27 0,00889
6 0,0368 17,39 0,00212 0,0664 6,11 0,01087
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Tiimor Dokusu Normal Doku

MMP-7 Protein Ekspresyonu MMP-7 Protein Ekspresyonu
;L?ll:l MMP-7 Total ng MMP-7 MMP-7 Total ng MMP-7
Konsantrasyonu  Protein / Konsantrasyonu Protein /
(ng/ml) (mg/ml) mg protein (ng/ml) (mg/ml) ' mg protein
7 0,0656 9,55 0,00687 0,0535 9,24 0,00579
8 0,036 5,25 0,00685 0,089 13,21 0,00676
9 0,12 8,8 0,01358 0,0721 12,16 0,00593
10 0,1264 9,39 0,01346 0,0663 11,88 0,00558
11 0,0466 6,05 0,00770 0,0434 5,77 0,00752
12 0,0419 11,43 0,00367 0,0719 6,47 0,01112
13 0,0491 9,85 0,00499 0,0614 4,51 0,01361
14 0,0404 8,62 0,00469 0,0451 8,56 0,00527
15 0,0475 5,24 0,00907 0,0612 5,99 0,01021
16 0,0505 6,01 0,00839 0,0413 8,06 0,00512
17 0,0447 9,87 0,00452 0,0758 6,71 0,01130
18 0,0799 8,96 0,00892 0,0542 7,82 0,00693
19 0,0887 5,47 0,01620 0,0772 8,74 0,00884
20 0,0845 6,28 0,01346 0,0552 4,52 0,01221
21 0,0529 10,75 0,00492 0,0514 9,2 0,00559
22 0,0399 7,09 0,00562 0,0348 8,94 0,00389
23 0,0385 8,92 0,00432 0,0552 10,74 0,00514
24 0,0555 7,26 0,00764 0,036 5,52 0,00651
25 0,0409 10,7 0,00383 0,0389 5,36 0,00727
26 0,0425 7,13 0,00596 0,0337 6,04 0,00558
27 0,0374 10,11 0,00370 0,0394 7,5 0,00526
28 0,0423 3,84 0,01100 0,0415 6,3 0,00658
29 0,032 12,03 0,00266 0,035 7,56 0,00463
30 0,0376 8,65 0,00435 0,0409 6,74 0,00607

31 0,041 10,77 0,00381 0,0356 8,07 0,00441



Kolorektal tiimor ve eslenik normal dokularinda, MMP-7 protein ekspresyon diizeyleri

bagimli gruplarda 2-paired t testi kullanilarak incelendi ve iki grup arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi (p>0,005) (Tablo 33) (Sekil 29).

Tablo 33. Kolorektal tiimdr ve normal dokularinda ortalama MMP-7 protein diizeyleri

Standart Standart
Olgu Sayist  Ortalama degeri
SUew Sapma Hata p aeg
Tumor - Normal 31 0,00054 0,0063 0,0011 0,636
ot 0,016
=
)% 0,014
E =
*5 ~ 0,012
< :
-~ =
pl_‘ : 0,01
= o
- 0,007861935
z g 0,008 0,007324194
g 5
~—
% § 0,006
i
; 0,004
-2
=
0,002
0
Timor Normal

Sekil 29. Kolorektal tiimor ve normal dokularmda MMP-7 protein diizeylerinin

ortalama degerleri

Kolorektal tiimér dokularindaki MMP-7 protein ekspresyon diizeyleri ile
klinikopatolojik veriler arasindaki iligski, Pearson korelasyon testi kullanilarak incelendi ve
perindral invazyon ile pozitif korelasyon oldugu belirlendi (Tablo 34). Buna karsilik diger

klinikopatolojik veriler arasinda anlamli bir fark goriilmedi.
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Tablo 34. Kolorektal tiimor dokularindaki MMP-7 protein ekspresyon diizeyleri ile
perinloral invazyon arasindaki korelasyon

Faktor Korelasyon katsayist p degeri
Perindral invazyon 0,462 0,010*

* Istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05)

Kolorektal tiimor dokularindaki MMP-7 protein ekspresyon diizeyleri ile perindral
invazyon arasindaki alt grup karsilastirmasi, bagimsiz gruplarda Mann Whitney U testi
kullanilarak incelendi (Tablo 35) (Sekil 30).

Tablo 35. Kolorektal tiimor dokularinda, perindral invazyon ve MMP-7 protein
diizeylerinin alt grup karsilastirmasi
Perinoral Invazyon  Olgu Sayist  Minimum  Maksimum  Median  p degeri
Var 5 0,006 0,0307 0,01
Yok 25 0,002 0,0162 0,0056

0,042*

* Istatistiksel olarak anlaml1 (p < 0,05)

0,012

* 0,01

0,01

0,008

0,006 0,0056

0,004

Raolatif MMP-7 Protein
Ekspresyonunun Median Degerleri

0,002

Perinéral Invazyon Var Perinéral Invazyon Yok

PERINORAL INVAZYON

Sekil 30. Kolorektal tiimor dokularinda, perindral invazyon grubunda MMP-7 protein

diizeylerinin median degerleri, * Istatistiksel olarak anlaml (p < 0,05)
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4.3 IMMUNOHISTOKIMYA SONUCLARI

Kolorektal kanserli 16 hastadan alinan timor ve normal dokularm, Hemotoksilen —
Eozin (HE) ile boyanmasi sonucunda elde edilen goriintiileri Sekil 31’de gosterilmistir.
Sekil 32°te normal dokularm, Sekil 33’te ise kolorektal tiimor dokularmin immiinboyamasi
sonucunda elde edilen goriintiileri gosterilmistir.

Immunreaktivite pozitifligi, hiicrelerdeki intrasitoplazmik ekspresyonun siddetine ve
dagilimina gore semikantitatif degerlendirme i¢in skorlandi (Tablo 36) (169). Yapilan IHC
skorlamasi ile klinikopatolojik veriler arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark

gbzlenmedi.

Tablo 36. Kolorektal tiimor dokusunun immunreaktivite pozitifligini degerlendirmede

kullanilan skorlama yiizdesi

IHC Skorlamasi Olgu Sayist %
Hiicrelerin %1-10'u pozitif 4 25,0
Hiicrelerin %11-50'si pozitif 6 37,5
Hiicrelerin %50'den fazlas1 pozitif 6 37,5

Total 16 100



Sekil 31. Kolorektal tiimér ve normal dokusunun hematoksilen eozin boyama

goriintiileri A. Kolon mukozasmnm normal histolojik goriintiisii, B. (A)’da goriilen alandan
alinmis daha biiyiik biiylitmedeki goriintiisii, C. Kanserli ve saglikli kolon mukozas1 bir arada
gozleniyor, D. (C)'de goriilen kanserli alanin daha biiyiik biiylitmede goriintiisii E. Kanserli

kolon mukozasi gozlenmekte, F.(E)'de goriilen alanin daha biiyiik bitylitmede goriintiisii.
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Sekil 32. Normal dokunun immiin boyama (MMP-7 + hemotoksilen) gériintiileri A.
Kolon mukozasmin normal histolojik gorintiisi. MMP-7 pozitifligi higbir alanda
gozlenmiyor, B. (A)’da goriilen alanin daha biiyiikk biiyiitmede gorintiisi, C. Kolon
mukozasinin normal histolojik goriintiisii, MMP7 (-) olarak degerlendirildi. D (C)’de goriilen

alanin daha biiyiik biiyiitmede goriintiisii.

[ e




Sekil 33. Kolorektal tiimér dokusunun immiin boyama (MMP-7 + hemotoksilen)

goriintiileri A. Kanserli hiicrelerde, sitoplazmik graniiler MMP-7 pozitifligi izlenmekte,
B. (A)’da goriilen alanin daha biiyiik bilyiitmede goriintiisii, C. MMP-7 immunreaktivitesi
pozitif kanser hiicreleri ve negatif olan stromal yapilar izlenmekte, D. Kanser hiicrelerinde
MMP-7 ekspresyonu, farkli yogunluklarda gozlenmektedir. Stromal yapilar immunreaktivite
gostermemektedir, E. Lezyondaki tiim kanserli hiicreler MMP-7 (+) olarak izlenmekte,

F. Kanser hiicrelerinde MMP-7 ekspresyonu, farkli yogunluklarda gézlenmektedir.
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4.4 INSITU KAZEIN ZIMOGRAFi SONUCLARI

Kolorektal tiimor ve eslenik normal doku kesitlerinin in situ kazein zimografi
goriintiileri Sekil 34 ve 35°de gosterilmistir. Floresan igimanin goriildiigii bolgeler pozitif
kazeinolitik aktivite olarak degerlendirildi. DAPI ile boyanan hiicre niikleuslari, mavi renkli

alanlar seklinde goriilmektedir.

Sekil 34. Kolorektal tiimor ve normal dokularin ISZ goriintiileri (10x) A ve C. Tiimor doku
kesitlerinin ISZ goriintiilleri. A’da belirgin bir sekilde kazeinolitik aktivitenin varligi
goriilirken C’de ¢ok daha az bir aktivite goriiliiyor. B ve D. A ve C’nin eslenik normal doku
kesitlerinin ISZ goriintiileri. B ve D’de damar yapisinin etrafinda bir kazeinolitik aktivite
goriilityor, bunun disindaki bdlgelerde herhangi bir aktivite bulunmuyor. E ve F. Tiimor ve

eslenik normal dokunun negatif kontrolii (EDTA).
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Sekil 35. Kolorektal tiimor ve normal dokularin ISZ goriintiileri (10X) A. Tumor doku kesiti,
cok az kazeinolitik aktivitenin varligi goriliiyor. B. A’nin eslenik normal doku kesiti,
herhangi bir kazeinolitik aktivite goriilmiiyor. C. Timdr doku kesiti, oldukca yiiksek
kazeinoltik aktivite goriiliiyor. D. C’nin DAPI boyamasi ile elde edilen goriintiisii. E. C’nin

eslenil normal doku kesiti, herhangi bir aktivite goriilmiiyor.
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BESINCI BOLUM
5. TARTISMA

Bu c¢alismada, KRK’l1 hastalardan alinan timérli ve eslenik normal mukoza doku
orneklerinde MMP-7"nin mRNA ve protein ekspresyon diizeyleri ile aktivite diizeylerini,
ayrica hiicresel lokalizasyonunu ve aktivitesinin lokalizasyonunu inceledik. Bununla birlikte
timor dokusunun MMP-7 mRNA ve protein ekspresyon diizeyleri ile klinikopatolojik
degiskenler (cinsiyet, yas, timor yerlesimi, timor boyutu, timor diferansiyasyonu, histolojik
tip, uzak metastaz, T evre, N evre, patolojik evre, perindral invazyon, lenfatik invazyon,
vendz invazyon) arasindaki iliskileri arastirdik.

Calismamizin sonunda, kolorektal tiimor dokusundaki rélatif MMP-7 mRNA
ekspresyon diizeylerinin, eslenik normal doku ekspresyon diizeylerine gore istatistiksel olarak
anlaml ytiksek oldugu saptandi (p = 0,001).

Kolorektal tiimor dokusunun rolatif MMP-7 mRNA ekspresyon diizeyleri ile
klinikopatolojik veriler arasindaki iliskiyi inceledigimizde ekspresyon diizeyleri ile yas
arasinda negatif yonde gii¢lii derecede anlamli bir korelasyon oldugu goriildi (r = -0,588
p = 0,021). Gen ekspresyon diizeyi ile T evre ve P evre arasindaki iliskiye bakildiginda ise
pozitif yonde giiglii derecede anlamli bir korelasyon oldugu belirlendi (r = 0,687 p = 0,005;
r =0,536 p = 0,04). Ancak diger klinikopatolojik degiskenler arasinda herhangi bir korelasyon
belirlenmedi.

Elde edilen sonuglara gore, tiimor dokularimmdaki MMP-7 mRNA ekspresyon diizeyleri
ile klinikopatolojik degiskenler arasinda alt grup karsilastirmasi yapildi. Bu incelemeye gore;
65 yas ve altinda olan bireylerde, 65 yasin {istlinde olan bireylere oranla ekspresyon
diizeylerinin anlaml olarak yiiksek oldugu belirlendi (p = 0,029) . Ayrica ge¢ tiimor evresinde
(T3-4) olan bireylerde, erken tiimor evresinde (T0-1-2) olan bireylere gére MRNA
ekspresyonunun anlamli yiiksek oldugu goriildii (p = 0,008). Patolojik evrede MMP-7’nin
mRNA ekspresyon diizeylerine bakildiginda evre ilerledik¢e ekspresyon diizeylerinin arttigi
goriildii ancak alt grup karsilastirmasi yapildiginda bu artisin, istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 gézlendi.

Literatiir incelendiginde kolorektal kanserde tiimdral dokularda MMP-7 mRNA ve
protein ekspresyon diizeylerinin arttigini gésteren ¢alismalar bulunmaktadir (170-181) (Tablo
37). Masaki ve arkadaslarinin kolon kanseri dokularmda nothern blot ve in situ hibridizasyon

teknigini kullanarak (170); Hong-zhi ve arkadaslarinin rektal kanser dokularinda, Pesta ve



arkadaglarinin ise kolorektal kanser dokularinda Real Time PCR teknigini kullanarak
yaptiklar1 calismalarda MMP-7 ekspresyonunun normal dokulara gére anlamli olarak yiiksek
oldugu gosterilmistir (171, 172). Calismamizda elde ettigimiz, MMP-7 ekspresyon diizeyinin
tiimorlii dokuda normal dokudan daha fazla eksprese edilmesi yoniindeki bulgular mevcut
literatiirler ile uyum gostermektedir.

Hong Zhi ve Masaki, c¢aligmalarinda elde ettikleri ekspresyon diizeylerini
klinikopatolojik verilerle karsilastirdiklarinda, Dukes evrelendirmesinde evre ylikseldik¢e
MMP-7 ekspresyonunun arttigini gosterdiler (170, 171). Buna karsilik Pesta ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢alismada, erken tiimor evresi (Evre I-1I) ve gec tiimor evresi (Evre 111-1V) arasinda
herhangi bir fark belirlenmemistir (172). Calismamizda, ge¢ tiimor evresinde erken timor
evresine gore istatistiksel olarak anlamli yliksek MMP-7 mRNA ekspresyon diizeyinin
belirlenmesi ve patolojik evre ilerledikce MMP-7 ekspresyon diizeyinin artmasi, Masaki ve
Hong-Zhi’nin yaptig1 ¢alismalar ile uyum gostermektedir.

Literatiir incelendiginde, Real Time PCR yontemi kullanilarak MMP-7 gen ekspresyonu
ile yas arasinda herhangi bir korelasyonun varligina rastlanmamistir. Bunun yan sira Hong-
zhi ve arkadaslari; yaptiklar1 IHC skorlama sonuglarina gére, MMP-7 ekspresyonu ile yas
arasinda negatif korelasyon oldugunu belirlediler (171). Bu bulgu bizim Real Time PCR
sonuglarimizla paralellik géstermektedir ve bu durum proteolitik aktivitenin geng hastalarda
daha yiiksek olabilecegini gostermektedir.

ELISA caligmalarimizi degerlendirdigimizde, tiimér ve normal dokularda bulunan
MMP-7 protein ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda iki grup arasinda anlamli bir fark
goriilmemistir (p = 0,636). Buna karsilik MMP-7 protein diizeyleri ve klinikopatolojik veriler
arasindaki iliski incelendiginde, perindral invazyon ile pozitif yonde orta derecede anlamli bir
korelasyon belirlendi (r = 0,462 p = 0,010). Ancak diger klinikopatolojik degiskenler arasinda
herhangi bir korelasyon gériilmedi.

Bu sonu¢ dikkate alinarak, tiimér dokularindaki MMP-7 protein ekspresyon diizeyleri
ile perindral invazyon arasinda alt grup karsilastirmasi yapildi. Bu incelemeye gore; perinoral
invazyon olan bireylerde, perindral invazyon olmayan bireylere oranla ekspresyon
diizeylerinin anlamli olarak yiiksek oldugu belirlendi (p = 0,042).

Literatiir taramas1 sonucunda, KRK hastalarinda ELISA analizi ile MMP-7 protein
ekspresyon diizeylerinin incelendigi herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Ancak daha 6nce

Dokuz Eyliil Universitesi Biyokimya Anabilim Dal Laboratuarinda yapilan ELISA



caligmasinda, KRK tiimor ve eslenik normal dokularinda bulunan (n = 50) MMP-7 protein
ekspresyon diizeyleri arasinda herhangi bir anlamli fark belirlenmemistir. Bunun yani sira
timoriin MMP-7 protein diizeyleri, Klinikopatolojik veriler ile karsilastirildiginda metastaz
arasinda korelasyon oldugu belirlenmistir (173).

Bizim ELISA ¢aligmamizda elde ettigimiz tiimér ve normal arasinda anlamli fark
bulunmamas1 daha Once laboratuarimizda yapilan ELISA c¢alismasini desteklemektedir.
Calismamizda MMP-7"nin mMRNA ekspresyon diizeyleri tiimor dokularinda istatistiksel olarak
anlamli yiiksek bulunurken (p = 0,001), protein ekspresyon diizeylerinin tiimér ve normal
dokular arasinda farkli bulunmamasi MMP-7’nin KRK dokularinda posttranslasyonel olarak
regiile edildiginin bir kanitidir. Ayrica, perindral invazyon olan olgularda artmis MMP-7
protein ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi ve daha 6nceki ELISA ¢alismasinda MMP-7 ile
metastaz varlig1 arasinda korelasyonun saptanmasi yoniindeki bulgular, MMP-7’nin tiimore
metastatik potansiyel kazandirabilecegi diisiincesini kuvvetlendirmektedir. Literatiire
bakildiginda, KRK hastalarinda MMP-7 protein ekspresyon diizeyi ile perindral invazyon
arasinda herhangi bir korelasyon belirleyen bir caligma bulunmamaktadir.

Immiinohistokimyasal calismalarimizin sonuglarma baktigimizda, normal kolon ve
rektum mukozasinda immunreaktivite negatif olarak saptandi. Tiimor dokularindan alman
kesitlerde ise, MMP-7 immunreaktivitesi farkli yogunluklarda olmakla birlikte, pozitif olarak
degerlendirildi. Normal mukoza dokusunda MMP-7 pozitifligi hi¢ gbézlenmezken, kanser
hiicrelerinin pek ¢ogunun sitoplazmasi ve hiicre membranlart MMP-7 pozitif boyandi, fakat
stromal hiicrelerde pozitif boyanma gozlenmedi. Bununla birlikte semi-kantitatif
degerlendirme i¢in pozitif boyanan dokular boya alma derecelerine gore skorlandi, ancak bu
skorlama sonuglar1 ile klinikopatolojik veriler arasinda herhangi bir korelasyon bulunmadi.

Schwandner ve arkadaslarmin yaptigi IHC calismalarinda, rektal kanser dokularinda
karsinom hiicrelerinde MMP-7nin sitoplazma ve hiicre membraninda pozitif oldugu buna
karsin stromal hiicrelerde boyama goriilmedigi belirtilmistir (174). Ayni sekilde Hong-zhi ve
arkadaslar1 IHC ¢alismalar1 sonucunda rektal kanser hiicrelerinin membran ve sitoplazmasinin
MMP-7 pozitifligini belirtmislerdir (171). Schwandner ve Hong-Zhi’nin elde ettigi bu veriler,
bizim IHC sonuglarimizi desteklemektedir. Bunun yami sira Schwandner ve arkadaslarinin
yaptigi IHC skorlama verilerini klinikopatolojik veriler ile karsilastirdiklarinda, T evre ile

arasinda pozitif korelasyon oldugunu belirlediler (174). Bu bulgu bizim MMP-7 mRNA



ekspresyon diizeyleri ile T evre arasindaki pozitif korelasyon sonuglarimizla paralellik

gostermektedir.

Giliniimiize kadar KRK’de MMP-7’nin ekspresyon diizeyleri ve immiinboyanmasi

iizerine yapilmis bazi ¢aligmalar bulunmaktadir. Bu ¢aligmalar ve bulgulari ile ilgili sonuglar

Tablo 37°da gosterilmistir.

Tablo 37. Kolorektal kanserde MMP-7 ekspresyonu iizerine yapilan ¢aligmalar.

Yontem Bulgu

Kolorektal timor dokularinda MMP-7’nin
asir1 ekspresyonu

Rektal ve kolon timor hiicrelerinde
RT-PCR yilksek MMP-7 mRNA ekspresyon diizeyi

Adenomdan karsinom olusum
mekanizmasinda yiiksek MMP-7
ekspresyon diizeyi

Tiimor hiicrelerinde yiiksek MMP-7
protein ekspresyonu
Metastaz ile yiiksek korelasyon

Dukes Evresi ve Karaciger metastazi ile
MMP-7 protein ekspresyonu arasinda
IHC yiiksek korelasyon

Timor hiicrelerinde yiiksek MMP-7
protein ekspresyonu
Sag kalim ile diisiik korelasyon

Tiumor Evresi ile yiliksek korelasyon

MMP-7 ekspresyon diizeyi ile Dukes

Nothern Blot evresi arasinda yiiksek korelasyon

ZIM, PCR Evre ile yliksek korelasyon

Tiimor hiicrelerinde yiiksek MMP-7
protein ekspresyonu

ISH Sag kalim ile diisiik korelasyon

Referans

175
Brabletz T

176
Roeb E

177
Heslin MJ

178
Masaki T

179
Adachi Y

116
Adachi Y
144
Nagashima Y

116
Adachi Y

170
Masaki M

180
Ishikawa T

181
McDonnell S
144
Nagashima Y

*ZIM: Zimografi, PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu, RT-PCR: Real Time PCR, ISH:

In situ Hibridizasyon.



Biitiin yasayan organizmalarda peptid baglarinin spesifik olarak par¢alanmasi biyolojik
proseslerin regiilasyonunda olduk¢a 6nemlidir. Bu spesifik ve smirli substrat pargalamasi, pek
¢ok proteinin aktivitesi ve lokalizasyonunu regiile eden proteolitik siirecle iliskilidir. Ornegin,
proteolitik slire¢, ¢ogu proteinin intraseliiler ve ekstraseliiler lokalizasyonunu kontrol eder;
cesitli enzimleri, sitokinleri, biiylime faktorlerini veya hormonlar1 aktive veya inaktive eder.
Bu sebeple bu enzimlerin aktivasyonu veya ekspresyonunda herhangi bir fonksiyon
bozuklugu olmast durumunda nérodejeneratif ve kardiovaskiiler hastaliklar, artrit ve kanser
gibi patolojik durumlara neden olur (168). Bu nedenle proteazlar potansiyel terapotik
hedeflerdir.

Dokulardaki proteazlarin varhigmi belirlemede kullanilan ¢ok ¢esitli metodlar
bulunmaktadir. Nothern blotlama ve RT-PCR, doku ekstraktlarinda mRNA’larin kantitasyonu
icin uygulanirken; in situ hibridizasyon, hiicre preparatlarinda veya doku kesitlerinde mRNA
lokalizasyonunu belirlemek i¢in kullanilir. Ancak transkripsiyonel aktivite belirli bir genin
protein {iriiniin net miktarin1 ve aktivitesini yansitmaz. Western blot ve immiinohistokimya
(IHC), protein miktarin1 ve lokalizasyonunu belirlemede kullanilir. Immiinohistokimyada
kullanilan ¢ogu antikor bu enzimlerin aktif ve inaktif formlarini ayirt edemez. Ek olarak, bu
antikorlar tiir-spesifiktir ve biitiin tiirlerle ¢apraz reaksiyon vermez. Dolayisiyla bu teknikler
dokudaki proteaz aktivitesi hakkinda herhangi bir bilgi saglayamaz. Clinkii proteazlar inaktif
form olan zimojen formunda sentezlenirler ve aktivasyonlar1 i¢cin proteolitik bir siire¢
gerekmektedir. Ayrica, endojen proteaz inhibitorleri proteazlara baglanabilir ve inhibe
edebilir.

Bu nedenle doku ekstraktlarinda proteaz aktivitesini belirlemek igin bir takim
biyokimyasal teknikler gelistirilmistir (182). Zimografi hiicre ve doku ekstraktlarinda
proteolitik aktivitenin analizi i¢in kullanilan basit, duyarl, kantite edilebilen fonksiyonel bir
yaklagimdir ve 25 yil once tanimlanmustir (183). Yontem, ESM bilesenlerini pargalayan
enzimlerin ozellikle de MMP’lerin saptanmasi i¢in kullanilmaktadir. Standart zimografi
metodu, bir protein substrat1 6zellikle jelatin, kazein veya fibrin ile ko-polimerize olmus SDS-
PAGE kullanimina dayanir. SDS’in uzaklastirilmasindan sonra renatiire olabilme ve bir ko-
polimerize edilmis substrat tizerinde proteolitik aktivite uygulanabilme yetenegine sahip olan
proteazlar, bu metod ile analiz edilebilir. Zimografi, ELISA gibi diger metodlardan daha fazla

avantajlar sunmaktadir. Pahali materyallere gerek yoktur (6rn. antikorlar) ve ayni substrata



kars1 aktivite gosteren farkli molekiil agirhigindaki proteazlar, tek bir jel iizerinde
belirlenebilir ve kantite edilebilir (182).

Bizim ¢alismamizdaki Kazein zimografi denemelerine bakildiginda proMMP-7 (29kD)
varlig1 ¢ok net olmamakla birlikte goriilmektedir. Ancak teknigin diger zimografik tekniklere
gore (0rnegin jelatin zimografi) duyarliliginin ¢ok diisiik olmasi (minimum pg protein) ve
elde edilen bantlarin goriintiileme cihazinda net bir sekilde goriintiilenememesi nedeniyle
sonucglar degerlendirilememistir. Literatiir incelendiginde kolorektal kanserde MMP-7 igin
kazein zimografi teknigini uygulayan ii¢ ¢alisma bulunmaktadir (180, 184, 185). Itoh ve
arkadaglarinin yaptigi ¢alismaya gore, MMP-7 enzim aktivitesinin kolorektal kanser
dokularinda normal dokulara gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (184). Bunun yani sira
Ishikawa ve arkadaslar1 ile Yamamoto ve arkadaslari1 yaptiklar1 denemeler sonucunda,
adenomlarda MMP-7 aktivitesinin kanserli dokulara oranla daha diisiik oldugunu ileri
stirdiiler (180, 185).

ELISA, Western Blot ve Zimografi tekniklerinde uygulanan doku homojenizasyon
basamagi, enzim aktivitesinin lokalizasyonunun incelenmesini engeller. Ek olarak
ekstraksiyon prosediirleri doku veya hiicrelerde enzimleri aktive eder veya normal sartlarda
hiicre veya dokunun farkli kompartmanlarinda lokalize olan inhibitorlerin aktif enzimlerle
etkilesimlerine sebep olur. Ayni sekilde eger spesifik bir proteaz aktivitesi hasarli dokunun
rolatif olarak kiigiik bir kisminda lokalize olmus ise belirlenemeyebilir. Bu sebeplerden
dolayi, doku kesitlerinde spesifik proteolitik aktivite lokalizasyon teknikleri, ¢esitli fizyolojik
ve patolojik sartlarda belirli proteazlarin {istlendigi roller hakkinda onemli ek bilgiler
saglayabilir. Bu tekniklerden biri de dondurulmus doku kesitlerine zimografinin bir
uyarlamasi olan in situ zimografidir (ISZ). ISZ doku Kkesitlerinde proteaz aktivitesi ve
lokalizasyonu degerlendirebilmektedir (168).

1994°de P. Libby tarafindan MMP ile in situ zimografi teknikleri gelistirilmistir (186).
ISZ goreceli olarak diisiikk maliyetli bir tekniktir ve enzimatik substrat bazli bir destek veya
kaplama kullanilir. Giintimiizde kullanimi genisletilerek ¢esitli dokularda spesifik proteaz
aktivitesinin (6zellikle MMP aktivitesinin) lokalizasyonu i¢in kullanilmaktadir. Donmus doku
kesiti, proteaza spesifik bir substrat iizerine yerlestirilmektedir. Sonraki inkiibasyon periyodu
sirasinda substrat verilen doza bagimli olarak belirli bir siire sonra dogal lokasyonunda
bulunan aktif enzim tarafindan parcalanir. Inkiibasyon periyodundan sonra, isaretli substratin

lizizi 151k veya floresan mikroskopisi ile belirlenebilir. Dolayist ile doku Kesitindeki spesifik



proteaz aktivitesinin tam lokalizasyonunun belirlenmesine olanak verir. Dogal substrat
belirlenecek olan proteaz aktivitesini etkilemektedir (168).

Immiinohistokimya, in situ hibridizasyonu, Western blotlama gibi diger molekiiler
patoloji teknikleri ile birlikte kullanildiginda ISZ teknigi, proteazlarin rolii hakkinda daha
genis bilgiye sahip olunmasini saglar. Ancak bu teknigin de proteazlarin kantitasyonu
acisindan bazi sinirlamalar vardir.

Bu calismada elde ettigimiz ISZ sonuglar1 degerlendirildiginde, tiimor dokularinda
kazeinolitik aktivitenin varligmi gosteren floresan igimanin normal dokulardaki floresan
1stmaya oranla olduke¢a yiiksek oldugu goriildii. Ayrica tiimoér dokularindaki bu yiiksek

floresan 1s1ma incelendiginde, dokunun epitel bolgesinde daha yogun oldugu belirlendi.

51 SONUC VE ONERILER

Ozet olarak calismamizda; dncelikle Real Time PCR teknigi ile MMP-7’nin tiimor
hiicrelerinde mRNA ekspresyon diizeylerini inceledik ve normal dokulara kiyasla anlamli
olarak ytliksek oldugunu belirledik. Ayrica tiimor evresiyle birlikte bu ekspresyon diizeyinin
arttigin1 saptadik. Ancak bu sonuglara dayanarak protein ekspresyonunun gergeklestigi ileri
stirtilemez, ¢linkii MMP’ler post-translasyonel diizeyde de regiile edilmektedirler. Bu nedenle,
hem protein ekspresyonunu incelemek hem de doku Kkesitlerindeki lokalizasyonunu
goriintiileyebilmek amaciyla ELISA ve THC tekniklerini kullandik. ELISA sonuglarmna gore,
kolorektal tiimor ve normal dokularinda protein ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir
fark olmadigini tespit ettik. THC verilerimizi inceledigimizde MMP-7 immiinboyamanin
timor dokusunun epitel bolgesinde normal dokuya gore daha yiiksek oldugunu ve ayrica
MMP-7’nin hiicre sitoplazmasi ve membraninda lokalize oldugunu belirledik. Ancak yiiksek
protein ekspresyon diizeyi, proteolitik aktivitenin de yiiksek oldugunu gdstermez. Nitekim
dokuda bulunan TIMP’lerin varlig1 ve konsantrasyonu veya sentezlenen proteinlerin latent
formda olmalar1 proteolitik aktiviteyi engelleyebilir. Hem latent hem de aktif formlar1 ayr1
ayrt degerlendirebilmek amaciyla kazein zimografi teknigi uygulanmistir ancak teknigin
diisiik duyarliliga sahip olmasi (minimum pg protein) ve dokularimizdaki total MMP-7
diizeyinin diisiikk olmasi (pg protein) nedeniyle verimli sonu¢ elde edilememistir. Bununla
beraber kazein zimografi tekniginin uygulama basamagi olan homojenizasyon basamaginda
latent enzimler aktif forma gegebilmekte veya degrade olabilmektedir. Ayrica protein

aktivitesi diisiik olarak belirlense de dokunun belirli bolgesinde lokalize olmus ve o bdlgede



yiiksek derecede proteolize neden oluyor olabilir. Bu nedenle, doku kesitlerindeki kazeinolitik
aktivitenin varligin1 ve lokalizasyonunu belirlemek amaciyla ISZ teknigi kullanilmistir. ISZ
sonucglarma bakildiginda tiimor dokularinda ozellikle epitel alanda kazeinolitik aktivitenin
olduk¢a yiiksek oldugu belirlenmistir. Bugiine kadar kolorektal kanserde kazeinolitik
aktivitenin lokalizasyonunu gdsteren herhangi bir c¢alismanin bulunmamasi bizim

calismamizin 6zgilliigiini ortaya koymaktadir.

Sonug olarak;

v' Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuarma yapilan Kkatki agisindan
degerlendirildiginde; Real Time PCR ve In Situ Kazein Zimografi yontemlerinin
laboratuarimizda uygulanabilirligi ortaya konulmustur ve bundan sonraki ¢alismalara
temel olusturmasi amaglanmustir.

v’ Literatiire katkis1 agisindan degerlendirildiginde ise; elde ettigimiz sonuglar, geng
olgularda ve hastaligin gec¢ evresinde olan olgular ile perindral invazyon goriilen
olgular i¢in yeni kemopreventif ve adjuvan tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde
MMP-7’nin hedef molekiil olabilecegini ortaya koymaktadir. Ek olarak, ISZ yontemi
kullanilarak kolorektal kanser hastalarinda kazeinolitik aktivitenin lokalizasyonunun

gosterilmesi, literatiire yeni bir katki saglayacaktir.
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