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ONUR SOZU

Doktora tezi olarak sundugum “Mide Kanserinde Matriks Metalloproteinaz
(MMP) Genlerinin Ifadesi Uzerine Oksidatif Stres ve RNA Miidahalesinin Etkisi”
baslikli bu c¢aligmanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykiri diisecek bir yardima
basvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin
icinde hemde kaynak¢ada yOntemine uygun bicimde gosterilenlerden olustugunu

belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Salih GENCER



OZET

Doktora tezi

MIDE KANSERINDE MATRIKS METALLOPROTEINAZ (MMP)
GENLERININ iFADESI UZERINE OKSIiDATIF STRES VE
RNA MUDAHALESININ ETKISi

Salih GENCER

In6nii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

129 + xi sayfa

2009

Danisman: Dog. Dr. Hikmet GECKIL
Es Danisman: Yrd. Dog¢. Dr. M. Burcu IRMAK YAZICIOGLU

Mide kanseri diinya genelinde en sik goriilen dordiincli kanser tiirii olup son yillarda
goriilme sikliginin azalmasina ragmen, kanserle iligkili 6liim nedenlerinin baginda gelmektedir.
Kanserin ortaya ¢ikmasinda oksidatif stresin rol oynadigi her ne kadar bilinse de, bu iliskinin
nasil oldugu cok iyi bilinmemektedir. Tiimor hiicrelerinin invazyon ve metastaz yapmalari,
bolgesel bag dokuyu pargalayan matriks metalloproteinazlar (MMP) ile gergeklesir. Timor
hiicrelerinin daha agresif hale gelmesinde ve genel anlamda kanserin yayilmasinda MMP’ler
biiylik 6neme sahiplerdir.

Bu c¢aligmada, tiimoér invazyonunda rol oynayan MMP genlerinin ve onkojenik
transformasyonda rol oynayan PB-katenin’in gastrik kanser biyopsilerinde ve hiicre hatlarinda
oksidatif strese bagli olarak degisimlerinin gosterilmesi amacglanmistir. AGS hiicre hattinda
MMP-3’e 0zgii RNA miidahalesinin etkisini arastirmak ¢alismanin diger bir amacini
olusturmaktadir. Gastrik kanserli biyopsi drneklerinde gen ifadelerine RT PCR, hiicre hatlarinda
stres kosullar altinda degisen gen ifadelerine ise Q-RT PCR ile bakilmigtir. Doku 6rnekleri ve
hiicre hatlarinda B-katenin ve 8-OHdG’in lokalizasyonuna immiinohistokimyasal yontemle
bakilmistir. Degisen stres kosullarinda hiicre hatlarinin invazyon seviyelerine bakilmistir. MMP-
3’ln ifade oldugu AGS hiicre hattinda MMP-3 siRNA’s1 hiicre igerisine transfeksiyon yontemi
ile sokulup gen ifadesi degisimlerine Q-RT PCR ile bakilmustir.

Calisilan doku 6rneklerinde MMP ve -katenin geninlerinin tiimorli dokularda daha fazla
ifade oldugu goriilmistiir. Hiicre iginde P-katenin’in % 85 oraninda sitoplazmik ve membrandz
lokalizasyonu goriiliirken, % 20 oraninda niikleer lokalizasyonu goriilmiistiir. Hiicre hatlarinda
H,0;’nin gostermis oldugu toksisite benzerlik gosterirken, hiicrelerin bu strese verdikleri tepki
farkli olmugtur. MKN-45 hiicre hattt H,O, ile apoptoza girerken diger hiicre hatlariin
girmedigi gorllmistiir. H. pylori enfeksiyonu’nun f-katenin ve MMP genlerinin ifadelerinde
degisiklik yaratmazken H,O, MMP-1, MMP-7, MMP-14, MMP-15, MMP-17 ve p-katenin
ifadesinde artisa sebep olmustur. Stres kosulunun ortadan kaldirildigi durumda gen ifadelerinde
goriilen azalig, gen ifadelerindeki degismenin tamamen oksidatif strese bagli oldugunun
gostergesidir.

AGS hiicre hattinda MMP-3 genin susturulmast MMP-15 ifadesini azaltirken MMP-10’nun
ifadesini arttirmistir. Gastrik kanserde de MMP-3 genin diger MMP’leri regiile etmesiyle kilit
bir géreve sahip olabilecegi diisiiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Mide kanseri, Matriks metalloproteinaz, B-katenin, Helicobacter
pylori, siRNA
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THE EFFECT OF OXIDATIVE STRESS AND RNA INTERFERANCE ON
EXPRESSION OF MATRIX METALLOPROTEINASE (MMP) GENES AT
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Institute of Applied Sciences
Division of Biology
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2009

Advisor: Hikmet GECKIL, Assoc. Prof.
Co-Advisor: M. Burcu IRMAK YAZICIOGLU, Assist. Prof.

Gastric cancer is the fourth leading cancer type of all cancers and although there has been a
decline in the incidence of this cancer in recent years, it is still one of the most common cause
of deaths. Although the role of oxidative stress on cancer formation has long been known, its
mechanism has not been elucidated yet. The invasiveness and metastasis of tumor cells are the
result of degradation of connective tissue by matrix metalloproteinases (MMP). MMPs play a
profound role on aggressiveness of tumor cells and their spread.

This study was undertaken to understand the role of MMP genes and B-catenin in gastric
cancer biopsies and gastric cancer cell lines in relation to oxidative stress. Further, the aim of
the study here was to determine the effect of MMP-3 dependent RNA interference on AGS cell
line. The gene expression profiles of gastric cancer biopsies were investigated with RT-PCR,
while the gene expression profiles of cell lines under stress conditions were determined through
a Q-RT PCR study. The localization of B-catenin and 8-OHdG in tissue samples and cell lines
was determined by an immunohistochemical method. To determine MMP-3 expression level,
MMP-3 siRNA was introduced into AGS cell line expressing MMP-3 protein and expression
level was determined by a method utilizing Q-RT PCR.

MMP and B-catenin genes were determined to have a higher expression level in tumor
tissues studied. Localization studies showed that, 85 % of P-catenin was present in cytoplasm
and membrane, while the rest was localized in nucleus. The toxicity of H,O, on gastric cancer
cell lines was similar to that of on normal cells but the response of cells to stress was different.
One other striking finding was that MKN-45 cell line was determined to go to apoptosis upon
treatment with H,O,, the other cell lines did not show such behavior. While the infection by
H. pylori did not cause a change in the expression leveles of f-catenin and MMP genes, H,0,
stress resulted an increased level of expression in MMP-1, MMP-7, MMP-14, MMP-15, MMP-
17 and f-catenin genes. Down-regulation of the expression of these genes under no H,O,
conditions showed that the difference in gene expression profiles was due to oxidative stress.

The silencing of MMP-3 gene in AGS cell line caused a decrease MMP-15, but an increase
in MMP-10 expression. It is assumed that, in gastric cancer the effect of MMP-3 expression has
a key role on regulation of other MMPs.

KEYWORDS: Gastric cancer, Matrix metalloprteinase, B-catenin, Helicobacter pylori, sSiRNA
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1. GIRIS

Son 25-30 yilda kanser arastirmalarindaki hizli ilerleyis, kanser hakkinda bildiklerimizi
Oonemli Olclide arttirmistir. Bu arastirmalar sonucunda kanserin, genomdaki dinamik
degisiklikleri iceren karmagsik bir hastalik oldugu anlasilmigtir [1]. Basit bir terimle
kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ve zamansiz biiylimesi olup, yaklasik 100°den fazla
diizensizligin rol oynadigi karmasik bir hastaliktir [2]. Kanser, ortaya c¢iktigi doku
tiirline gore farklh karakteristik 6zelliklere sahiptir. Farkli orijinlerden gelen kanserler
farkli 6zelliklere sahiptir. Kanserin yaklagik % 85’1 epitel hiicrelerinde meydana gelir ve
bu kanser tiirii karsinoma olarak siniflandirilir. Kemik ve kas gibi mezoderm
hiicrelerinden tiirevlenen kanserler sarkoma olarak adlandirilir. Gogilis gibi salgibezi
dokularinda goriilen kanserler ise adenokarsinomlar olarak bilinmektedir [3] .

Kanser olusumu ¢esitli dis ve i¢ faktorlerin birlikte rol oynamasiyla gergeklesir.
Fiziksel (UV 1smi1, X 1smi1, vs.), kimyasal (aflatoksin, benzen vs.) ve biyolojik
(papiloma viriis ve Helicobacter pylori) ajanlar dig faktorleri olustururken, metabolik
bozukluklar ve DNA hasar1 gibi bir takim i¢ faktorler, dis faktorlerin yaratmis oldugu
olaylar sonucu ortaya cikarlar. Bazi1 kanser olusumlarinda spesifik karsinojenler
karakteristik mutasyonlara yol agarak etkili olabilirler [4].

Kanser kontrolsiiz hiicre biliylimesi ve orijin aldigi1 bolgeden baska bir bolgeye
invazyon yapmasi ile karakterizedir. Bu baglamda iyi huylu tiimor (benign) ve koti
huylu (malignant) timor kavramlar1 ortaya cikmaktadir. Metastaz yapma o6zelligine
sahip olmayan iyi huylu tiimoriin aksine, 6liimciil olan kotii huylu tiimor invazyon ve
metastaz 6zelligine sahiptir [3]. Hiicre seviyesinde genetik bir hastalik olan kanserde
hiicreler, normal hiicrelere gore bir takim metabolik farkliliklar gosterirler. Bunlarin
basinda hiicre biliylimesindeki artis, apoptozdaki azalis, genomik kararsizlik ve farkli
dokulara invazyon ve metastaz yapabilme ozellikleri gelmektedir. Bunlara ilave olarak,
Hanahan ve Weinberg tarafindan belirlenen ve pek ¢ok kanser arastirmasinda ve anti
kanser ilaglarin gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilan bir takim kriterler mevcuttur.
Biiylime sinyalleri olmaksizin kendi kendine yetebilme, anti-biiyiime sinyallerine
duyarsizlik, apoptozdan kagis, sinirsiz kopyalanma potansiyeli, anjiogenez, invazyon ve
metastaz bu kriterleri olusturmaktadir [1].

Kanser olusum siireci baglangig, gelisme ve ilerleme olmak iizere ii¢c asamada

tamamlanmaktadir (Sekil 1.1). Baglama evresi, ¢esitli mutajenik (veya karsinojenik)



faktorlerin DNA’da olusturdugu hasar sonucu, somatik mutasyona bagl olarak olusan
geri doniislimsiiz bir evre olarak karakterize edilir. Kimyasal karsinojenlere aromatik
aminler, nitrozaminler, alkilleyiciler, fiziksel karsinojenlere ultraviyole 1sinlar1 6rnek
olarak verilebilir [5].

Karsinojenlerin ya da viriislerin etkisiyle mutasyona ugramis (genetik degisimi
baslamis) bir hiicre genellikle hiicre boliinmesi uyarist alincaya kadar sessiz kalir. Cesitli
indiikleyici ajanlar ¢ogalmay1 baslatan epigenetik degisikliklere neden olur ve ¢ogalma
uyarist olustururlar. Bu ajanlar (6rnegin, hormonlar) ¢ogunlukla bir sinyal iletim yolunu
etkiler ve etki geri dontgiimliidiir. Fosfolipid ve niikleik asit sentezinde, enzim
indiiksiyonunda, prostaglandin salinnminda ve diger bazi metabolik olaylardaki
degisiklikler tiimor indiikleyici ajanlar ile baglantili aktivitelerdir. Bu ajanlar
karsinojenik veya mutajenik olmayabilirler. Forbol esterleri, sakkarin ve Ostrojen
hormonu bilinen kanser indiikleyici ajanlar arasinda sayilabilirler. Son evre olan ilerleme
asamasinda, genomik kararsizlik olusur; aneuploidi, tiimor baskilayici aktivite kaybi
(6rnegin p53 gen inaktivasyonu) ve farklilasma degisiklikleri goriiliir. Hiicrelerde daha
agresif ve metastatik fenotiplerin ortaya c¢ikmasiyla sonucta invazyon ve metastaz

gelisir [6 - 8].

Tamir Apoptosiz Apoptosiz Apoptosiz
- I I |— Biryiime
O . O - O - —— e gznatil § )
DA hazann Proliferasvon  Preliferasyon Proliferazvon ferzaizllc
MNormal hiters Defismis hiters Baslangig hiterss Folal l&E‘_‘-’Eﬂ Kanser
Baslangic Gelisme Ilerleme

Sekil 1.1. Kanserin ¢ok asamali olusum siireci.

1.1. Mide Kanseri

Diinya genelinde siklikla goriilen mide kanseri, kanserle iligkli 6liimlerden sorumlu
olarak ikinci sirada yer almaktadir. Cerrahi ve diger terapotik yoOntemlerdeki
ilerlemelere ragmen, mide kanseri ile ilgili 6liimlerin 6niine gecilememektedir [9]. Mide
kanseri 50 yasindan sonra daha sik goriilmektedir. Ortalama yasam siiresinin giderek

uzamasl, ileri yaslarda mide kanseri olgularinin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. Bir



insanin 40 yasindan once mide kanseri olma orami oldukg¢a diisiiktiir, fakat yas
ilerledikce goriilme siklig1 artmakta ve 70’11 yaslarda en iist seviyeye ulasmaktadir [10,
11]. Lauren smiflandirmasina gére mide kanseri intestinal ve difiiz tip olmak tizere iki
histolojik gruba ayrilmaktadir [12]. Bu smiflandirma tiimérlerin  mikroskobik
konfigiirasyonlarina ve biiylime oOzelliklerine bagli olarak yapilmaktadir. Difiiz tip
kanser hiicreleri midenin stromasina niifuz eden ve birbirine yapisik olmayan kanser
hiicreleri olup bir beze (salgi bezi) goriiniimiinde olmayan hiicrelerdir. Bu hiicreler
genellikle mide duvarinin en derin kisimlarma kadar niifuz edebilirler. intestinal tipin
tersine difliz tip daha az cevresel faktorlerle iliskilidir ve daha ¢ok geng¢ insanlarda
goriiliir. Intestinal tip kanser hiicreleri mikroskop altinda kolonilesmis mukoza
goriiniimiine benzer salg1 bezleri seklinde goriiliirler [13,14]. Intestinal tip genellikle
karaciger metastazi ile ortaya c¢ikarken difiiz tip daha ¢ok peritonal yayilimlar ile ortaya
¢cikmaktadir.

Mide kanserinin ortaya c¢ikmasinda bir takim c¢evresel faktorler ve biyolojik
faktorler yer almaktadir. Cevresel faktorlerin basinda beslenme kiiltiirii gelmektedir.
Uzak dogu iilkelerinde mide kanseri, beslenme kiiltiirii seklinden dolay1r diinya
genelinde 6n siralarda yer almaktadir. Biyolojik faktorlerin basinda ise oksidatif stres ve
gram negatif bir bakteri olan ve mide mukozasina (Sekil 1.2) yerleserek yasayan

Helicobacter pylori gelmektedir.
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Sekil 1.2. Midenin anatomik yapist.



1.2. Oksidatif Stres

Lipid, DNA, protein gibi molekiillere zarar veren reaktif oksijen tiirleri (ROT) genel
olarak radikal olan ve radikal olmayan bilesikler olarak iki guruba ayrilabilir (Cizelge
1.1). Radikaller, siiperoksit anyonu (O"), hidroksil radikali (OH), nitrik oksit radikali
(NO') gibi yapisinda eslesmemis bir elektron cifti bulunduran molekiillerdir. Radikal
olmadiklar1 halde hidrojen peroksit (H,0,), ve tekil oksijen ('O, gibi bilesikler radikal
olmayan reaktif tiirlerin basinda gelirler [15]. Siiperoksit anyonu (O;"), hidroksil radikali
(OH’) ve hidrojen peroksit (H,O,) gibi reaktif oksijen tiirleri, hiicre igerisinde elektron
transport zinciri ve fizyolojik olaylar sonucunda olusmaktadir. Oksidatif stres olarak
ifade edilen reaktif oksijen tiirlerinin hiicre igerisinde asir1 derecede birikimi pek ¢ok
akut fizyolojik ve patolojik durumlarda gdzlenir. Ayn1 zamanda yaslanma ve kanser
gibi pek ¢ok kronik hastalik sirasinda oksidatif stres dnemli rol oynar [16, 17].

Bir oksidant hiicre icerisinde kontrol edilmedigi zaman DNA, lipit, karbohidrat ve
protein gibi farkli molekiilleri etkileyerek onlarin fonksiyonunu bozabilir. Biyolojik bir
oksidasyon olayini (oksidatif hasar1) Onleyen bilesikler antioksidanlar olarak
isimlendirilir [18]. Canli sistemlerde bu antioksidan ajanlar ile oksidan ajanlar arasinda
bir denge s6z konusudur ve bu denge biyokimyasal olaylarin ve hiicre yasaminin
devamu i¢in siki bir sekilde kontrol edilmektedir [19, 20]. Oksidan bilesiklerdeki artis
sonucu dengenin kaymasi oksidatif stres varlig1 olarak nitelendirilir ve bu siire¢ hiicrede
oksidatif hasara yol agmaktadir. Denge, antioksidanlar tarafina kaydiginda ise rediiktif
(indirgeyici) stres olarak isimlendirilen bir stresin varlig1 ortaya ¢ikar ve bu durumda

hiicrede ¢esitli hasarlara neden olabilir (Sekil 1.3) [15].

Oksidatif ve Reduktif Stres

Oksidant Rediiktant

Oksidatif Stres Rediiktif Stres

Sekil 1.3. Oksidatif ve rediiktif stres arasindaki denge.



Aerobik organizmalarda, oksijen kullaniminin dogal sonucu olarak, reaktif

oksijen tiirleri meydana gelmektedir. Basta mitokondriyal elektron transportu olmak

tizere ksenobiyotik metabolizma, fagositik aktivasyon, c¢esitli sentez ve degradasyon

reaksiyonlarinda ROT olugmaktadir [15-20]. Reaktif oksijen tiirleri, oksijen radikalleri

ile baz1 radikal olmayan oksijen tiirevleri igin kullanilan ortak bir terimdir. Onemli

radikal ve radikal olmayan oksijen metabolitleri Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1. Radikal ve radikal olmayan oksijen metabolitleri.

Isim Sembol
Oksijen Radikalleri
Oksijen (bi-radikal) (OF
Siiperoksit anyonu 0"
Hidroksil OH
Peroksil ROO
Alkoksil RO
Nitrik oksit NO
Radikal Olmayan Oksijen Tiirevleri
Hidrojen Peroksit H,0,
Ozon O,
Tekil Oksijen '0,
Aldehitler HCOR
Peroksinitrit ONOOH

Biyolojik sistemlerde oksidatif stres yaratan ROT’leri, endojen ve ekzojen

kokenli faktorler ile ortaya ¢ikmaktadir [18]. Stres kaynagi olan bu faktorleri su sekilde

siniflandirabiliriz;

1. Endojen kaynaklar

Mitokondrial elektron transport zinciri

Endoplazmik retikulum

Redoks dongiisii

Fagositik ve endotelyal hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar
Ksantin Oksidaz, NADPH Oksidaz gibi oksidan enzimler

Otooksidasyon reaksiyonlari

2. Eksojen Kaynaklar

Diyet faktorleri
Cevresel faktorler

flaglar



Aragtirmacilar yillardir reaktif oksijen tiirlerinin hiicreye nasil zarar verdigini
anlamak i¢in oksidatif stres c¢alismalarina odaklanmislardir. Simdilerde ROT’nin
biyolojik molekiilleri nasil etkiledikleri hakkinda pek ¢ok veri bulunmaktadir. Kanser
gibi oksidatif stresle iligkili pek ¢cok kronik hastalik, DNA mutasyonu, protein hasar1 ve
gen ifadesindeki degisimlerin bir sonucudur. Ornegin H,O,’in bir tiimér indiikleyici
olarak gorev yaptig1 bildirilmistir [21]. ROT nin gen ifadelerini nasil geri doniistimlii
bir sekilde kontrol etiklerini anlamaya yo6nelik yapilan ¢caligsmalarda, en az 127 genin ve
sinyal iletici proteinin hiicredeki oksidasyon ve rediiksiyon olaylarina duyarli oldugu

ifade edilmektedir [22].

1.3. Oksidatif Stres ve Mide Kanseri

Oksidatif stres kanserin olusmasinda araci bir faktdr olarak bilinmektedir. Kanserin
oksidatif mekanizmasi tam olarak bilinmese de, ROT’un bu siirecte iki sekilde onemli
rol aldig1 bilinmektedir. Birincisi, DNA da meydana gelen oksidatif hasar mutasyona
yol acarak kanserin ortaya ¢ikmasina ve ilerlemesine neden olur. Ikincisi ise, ROT nin
aract oldugu sinyal iletim yollar1 ile gen ifadesinin kontrol edilmesidir. Bu kontrol
durumu kanserin olusumunda ve ilerlemesindeki biitiin basmaklarda etkilidir [21].

Mide mukozast mukoza hiicreleri, bakteri ve sindirilen besinlerden gelen
oksidanlara siirekli olarak maruz kalir [23]. Mukus tabakasi yiizeyi ile temas halinde
olan mide epitel hiicreleri oksidatif strese karsi ilk savunma tabakasini olustururlar. Bu
epitel hiicreleri oksidanlara maruz kalmalarma ragmen ¢ok etkilenmeden yapilarini
korurlar, fakat akut ve kronik iltihaplanmalar sonucu asir1 derecede ROT nin olusumu
epitel hiicrelerinde bir oksidatif strese yol acar. Mide mukozasiin iltihaplanmas1 ve
tilser olusumu, alkol tiiketimi, soguk stres, iskemik perfiizyon ve H. pylori enfeksiyonu
ile iligkilidir ve bu olaylar midede oksidatif stresin ortaya ¢ikmasina neden olurlar [24-
26]. Mide dokusunda ortaya cikan oksidatif stres beraberinde kanser olusumunu da

getirmektedir [27].
1.3.1. Helicobacter pylori
Helicobacter pylori mikroaerofilik ve spiral seklinde (Sekil 1.4) olan gram negatif bir

bakteri olup mide mukozasinda yasamaktadir. H. pylori 1982 yilinda kesfedilmis [28]

olup, gelismis llkelerin niifusunun yaklasik % 25-50’sinde bu bakteri enfeksiyonu



goriiliirken gelismekte olan {ilkelerin yaklasik % 70- 90’minda bu enfeksiyon
goriilmektedir [29]. H. pylori, peptik iilser, kronik aktif gastrit ve mide kanseri olusumu
ile yakindan iliskilidir. Sahip oldugu flagellalar sayesinde insan mide mukozasina
girebilme ve burada koloni olusturabilme yetenegine sahip olan bu bakteri mide epitel
hiicreleri ile direk etkilesime girer. Bu etkilesim ile olusan bazi histolojik degisiklikler
kronik gastrit (mukozanin iltithaplanmasi), lilser (mukozanin incelmesi) ve kansere yol

agmaktadir [30].

Sekil 1.4. Helicobacter pylori’nin morfolojik goriiniimii

H. pylori iireaz enzimi sayesinde oldukca asidik olan mide mukozasinda
yasayabilmektedir. Ureaz aktivitesiyle ortamdaki iireyi amonyak ve karbondioksite
cevirir (Sekil 1.5), agiga ¢ikan NHa, pH’y1 yiikselterek bakterinin yasayacagi bir ortam
olusturur [31].

NH-
| Ureaz

Cc=0 + H,0 ——> 2NH3; + CO,

|
NH,

Amonyak Karbondioksit

Tre

Sekil 1.5. Ureaz aktivitesi

1.3.2. Helicobacter pylori ve Mide Kanseri

Epidemiyolojik calismalar, H. pylori ile enfekte olmus hastalarda adenokarsinoma
olusma riskinin 6 kat daha fazla oldugunu gostermistir [32, 33]. [ARC/WHO tarafindan
1994°de H. pylori insan i¢in tip I karsinojen olarak simiflandirilmistir [34]. H. pylori
suslari, 40’dan fazla bakteri proteinini kodlayan, 40 kb’lik bir bodlge olan cag

patojenizite adasinin (PAI) varlig1 veya yoklugu bakimindan tip I ve tip II olmak iizere



iki kisma ayrilabilir. Yapilan bazi calismalarda, cagd™ H. pylori susu ile enfekte olan
gastrik epitel hiicrelerinin hiicre dongiisiinde ve apoptoz mekanizmalarinda c¢esitli
degisiklikler gorilmiistiir [35-37] (Sekil 1.6). H. pylori suslarinin yaklasik % 50’si
sitotoksin protein olan VacA'’yi ifade eder. Bu toksin protein kendiliginden epitel hiicre
membranindan igeriye girip, bikarbonat ve organik anyonlarin salinmasina yol acarak
transmembran porlarin  olusmasim1 saglar. Bu da gastrik epitel hiicrelerinin
permeabilizasyonu ile lire gecisine imkan saglar [35]. Gastrik kanser goriilen hastalarin

¢ogunda VacA™ H. pylori suslarina rastlanmigtir.

Sekil 1.6. Helicobacter pylori ile gastrik epitel hiicrelerinin enfeksiyonu

H. pylori ile gelisen gastrik kanser olusumunda iki temel mekanizma ileri
stiriilmektedir. Birincisi, gastrik epitel hiicrelerinin asir1 derecede cogalmasi (hiper
proliferasyon), ikincisi ise mide mukozasininn oksidatif hasara ugramasi. H. pylori
konake1 hiicre igerisindeki MAP kinazlarin (mitojen aktive edici protein kinazlar)
fosforilasyonunu baglatarak hiicre boliinmesini ve farklilasmasini hizlandirir. H. pylori
cag ™ suslarmin cag” suslarma gore daha fazla ve etkin bir sekilde MAP kinaz
fosforilasyonunu baslattig1 bilinmektedir [37, 38].

H. pylori enfeksiyonu konake1 hiicrede oksijen radikallerinin ve peroksidatif
hasarin artmasina neden olarak kanser gelisimini tetiklemektedir. Bazi caligmalar,
serbest radikallerin gastrik epitel hiicrelerinde oksidatif hasar1 dogrudan baslatmadigini,
bu hasarin peroksi nitrit olusumu yoluyla oldugunu goéstermistir [39]. Oksidatif DNA
hasarinin gastrik epitel hiicrelerinde birikmesi sonucu, ¢esitli gen modifikasyonlari

goriillir ve sonrasinda kanserli hiicreler ortaya ¢ikar [40].



1.4. Metastas ve invazyon

Kanser oliimlerinin asil nedeni primer tiimdr hiicresinin olusumundan ziyade, primer
tiimor hiicresinin metastaz yapmasi oldugu bilinmektedir ve kanser liimlerinin yaklasik
% 90’1 tiimdriin metastaz yapmasi yliziinden gerceklesmektedir [41]. Cogu kanser
vakast ve kanserden Oliim durumu timoriin ilk olustugu bolgeden diger bolgelere
yayillmasindan meydana gelir. Timor yayilimi invazyon ve metastaz olmak {izere iki
sekilde gerceklesir. Invazyon olayinda tiimér hiicresinin komsu organlara yayilimi sdz
konusu iken metastaz olayinda tiimor hiicresinin invazyon yaptiktan sonra farkl
organlara yayilmasi s6z konusudur [4].

Kanser olusumunda invazyon ve metastaz olduk¢a kompleks mekanizmalardir.
Ciinkii normal epitel hiicreleri siki bir sekilde birbirleriyle yapisiktirlar ve bir bazal
membran ile ¢evrelenmiglerdir. Tiimor hiicresinin invazyonunda bazal membran ve
ektraseliiler matriksin yikimi ile hiicrelerin yiizey tutunma o6zellikleri (adhezyon) azalir
ve hiicresel hareketlilik artar. Metastaz olayinda ise bunlara ilave olarak tiimor
hiicrelerinin kan ve lenf damarlarina girerek orada canli kalmalar1 ve sonrasinda

cogalarak fakli doku ve organlara yayilmalar1 gerceklesir [4].

1.4.1. Hiicre Hareketinin Biyokimyasal Kontrol Noktalar:

Hiicre seklinin degistirilmesinde hiicre iskeletindeki ilk olaylar, hiicre-hiicre ve hiicre-
substrat arasindaki bagin zayiflamasiyla iliskilidir. Hiice-hiicre adezyonu, karsinojenik
mutasyonlar ve hiicre igerisinde bazi sinyal iletim faktorleriyle iligkili olarak azalabilir

[42] .

1.4.2. Ekstraseliiler Matriks

Hiicreler karmasik bir ektraseliiler matriksin (ESM) i¢ine gomiilii olarak bulunurlar. Bu
ektraseliiler matriks hiicrelere sadece mekanik destek saglamakla kalmaz ayn1 zamanda
hiicre biiyiimesini, adezyonu ve hiicre hareketini etkiler. Tiimor invazyonunda, kanser
hiicreleri alt kisimlarda bulunan dokulara ve damarlara ulasmak i¢in ESM’1 yikmak

zorundadirlar. ESM binlerce bioyaktif molekiil icerir fakat asil yapiy1 fibroz proteinler



ve polisakkaritler olusturur (Sekil 1.7). Ipliksi yapidaki proteinler genel olarak yapisal
(kollojenler ve elastin) ve adeziv (fibronektin ve laminin) olmak {izere iki fonksiyonel

gruba ayrilirlar [43].

Kollojen

Sekil 1.7. Ektraseliiler matriks.

1.4.3. Bazal Lamina

Hiicre dis1 (ekstraseliilar) matriksin bir tabakasi olan bazal lamina ona bagli olan
hiicreler tarafindan sentezlenmektedir. Lamina densa ve lamina lucida olmak tizere iki
tabakadan olusur. Bazal laminanin yapisinda bulunan tip 4 kollojen ve laminin kolayca
kivrilabilecegi bir formda bir arada bulunurlar. Diger bilesenler (6r: heparan siilfat,
proteoglikanlar) bu yapida bir iskele (¢at1) gorevi goriir. Bazal laminanin bu yapisi
mekanik bir destek saglamanin yani sira, doku bilesenlerinin gegisi i¢in segici-gegirgen
ozellik gosteren bir bariyer gorevi de iistlenir. Ayrica, bazal laminanin yapisinda hiicre
ylizey reseptorleriyle etkilesecek olan spesifik ligantlar bulunur. Bazal lamina ile hiicre
ylizeyinin bu sekilde etkilesimi hiicrenin farklilasmasini, metabolizmasint ve

metastazini (hareketini) etkiler [44].

1.4.4. Ekstraseliiler Matriks ve Kanser

Kanserin ortaya ¢iktig1 bolgeden (orijininden) diger bolgelere yayilmasi, kanser hiicresi
ve onun mikrogevresi arasinda meydana gelen pek c¢ok etkilesimle iligkilidir. Bu
baglamda kanserin yayilmasinda ekstraseliiler matriks 6nemli bir rol oynamaktadir.
ESM bilesenleri ve onlarin hiicre membraninda yer alan reseptorleri hem normal hem

de anormal biiyiime (kanser) esnasinda meydana gelen degisikliklere maruz kalirlar [45,
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46]. Tiimor hiicrelerinin bazal lamina boyunca gog¢ etmesi i¢in ESM bilegenlerinin
yikimi tiimor hiicreleri i¢in bir 6n gereksinimdir. Tiimor hiicrelerinin invazyonu igin
ESM bilesenlerinin yikiminda matriks metalloproteinazlar (MMP), {irokinaz
aktivatorler ve benzeri proteolitik enzimler gérev almaktadir. Proteolitik aktivasyon
sonrast ESM’den cesitli sinyal molekiilleri ortaya ¢ikar ve bu sinyal molekiilleri hiicre
ylizey reseptorleri ile etkileserek tomiir hiicresinin invazyonunda diizenleyici bir
mekanizma ortaya koyar [47, 48]. Ayrica ESM bilesenlerinin tiimor hiicresinden
salinan faktorler ile etkilesmesi sonucu hiicrelerin hareketini kontrol eden bir sinyal
mekanizmas1 ortaya c¢ikar. Bu sinyal mekanizmasi, yani ligant-reseptor ciftinin
baglanmasindan sonra sinyalin iletilmesi ve bu siirecte meydana gelen olaylar, hiicre

hareketinin regiilasyonunda 6nemlidir [49].

1.5. Proteazlar

Timor invazyonunda proteazlarin 6nemi ilk defa 1925 yilinda Fischer tarafindan
bulundu. Daha sonra serin, sistein ve metalloproteinazlar gibi proteazlarin kanserle
iligkili olduklar1 anlasildi [50]. Proteazlar, peptit baglarin1 kiran ve ¢esitli biyolojik
olaylarin gerceklesmesinde dnemli rol oynayan enzimlerdir [51]. Pek ¢ok organizmanin
genlerinin yaklasik % 2’si proteazlar1 kodlamaktadir ve hemen hemen c¢ogu fizyolojik
olayda proteazlar rol oynamaktadir. Sindirimde, immiinolojik fonksiyonlarda, biiyiime
ve apoptozgibi pek ¢ok olayda proteazlar oncii roller istlenirler [52, 53]. Proteazlarin
proteolitik aktiviteleri, diizensiz protein yikimini dnlemek igin siki bir sekilde kontrol
edilmelidir. Aksi takdirde proteolitik aktivitenin dengesizligi, osteoarthritis ve kanser
gibi pek cok hastaligin ortaya ¢ikmasina neden olur [54]. Peptit baginin pozisyonuna
bagli olarak proteazlar, ekzopeptidazlar ve endopeptidazlar olmak iizere iki gruba
ayrilirlar (Sekil 1.8). Ekzopeptidazlar polipeptit zincirini ya amino u¢ kismindan yada
karboksi u¢ kismindan keserler. Boylece ekzopeptidazlar aminopeptidazlar ve
karboksipeptidazlar olmak {izere iki alt gruba ayrilirlar. Proteinazlar olarak da bilinen
endopeptitazlar molekiiliin ortasinda yer alan peptit baglarin1 kirarlar. Bunlar katalitik
mekanizmalarina gore hiicre ici ve hiicre dis1 olarak iki alt gruba ayrilirlar. Aspartik,
sistein ve treonin proteinazlar hiicre i¢i grup i¢inde yer alirken, serin proteinazlar ve

metalloproteinazlar hiicre dis1 grupta yer alirlar [55].
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Sekil 1.8. Proteazlarin siniflandirilmasi.

1.5.1. Matriks Metalloproteinazlar

Hiicre dis1 proteinazlar biiyiime, gelisme ve hastaliklarla iligkili pek c¢ok siire¢ igin
gerekli enzimlerdir. Hiicre dis1 proteinazlar olan ve matriksinler olarak da bilinenen [56]
matriks metalloproteinazlar (MMP) hiicre dis1 matriksi yikan ¢inko bagimmli
proteinazlardir. Insanlardan amfibilere kadar pek ¢ok organizmada bulunan MMP
enzim grubunun yaklasik 26 {iyesi bulunmaktadir [57]. Bu enzimler embriyonik
gelisme, yaralarin iyilesmesi ve morfogenez gibi normal dokularin sekillenmesinin
yanisira, kronik ilser, artritis ve kanser gibi patolojik dokularin sekillenmesinde de rol
oynarlar. Ozellikle MMP’ler tiimér invazyonunda, metastazda ve anjiogenezde oldukga
etkilidirler. Normal ve tiimor hiicrelerinin viicut boyunca hareket etmelerinde ¢ok
onemli iglevlere sahiplerdir [58]. MMP’ler ayn1 zamanda diizenleyici molekiiller olarak
da gorev yaparlar, adezyon molekiilleriyle, sitokinlerle ve g¢esitli biiylime faktorleriyle
etkileserek biyolojik olaylarin hizlanmasinda veya yavaslamasinda etkili olurlar [58-
60].

MMP’lerin her bir {iyesi bir proteaz domaini icermektedir. Bu domain katalitik
bir Zn atomuyla kompleks olusturan {i¢ histidin amino asidini yapisinda

bulundurmaktadir. MMP’ler bir de yapilarinda diizenleyici domain igerirler. Bu domain
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MMP’lerin aktif formda kalmasindan sorumludur [61]. MMP’lerin ¢ogu latent formda
sentezlenir, fakat birka¢ tanesi de membran gegisli (transmembran) domainine sahiptir
ve hiicre membranina yapisik olarak bulunur. Substrat 6zgiilliigii ve dizi homolojisi
bakimindan MMP’ler bes alt guruba ayrilir (Cizelge 1.2). Bunlar, kollojenazlar,

stromelisinler, jelatinazlar, membran bagimli olanlar ve digerleri seklindedir [62].

a-) Kollojenazlar

Matriks metalloproteinaz ailesine ait li¢ kollojenaz olan MMP-1, MMP-8 ve MMP-13
ekstraseliiler matriksin kollojen yapilarini yikarlar. MMP-1 intestinal kollojenaz, MMP-
8 notrofil kollojenaz olarak da bilinir [63]. Kollojenazlar ayrica biiylime faktorleri gibi
matriks proteini olmayan diger proteinleri de yikarak, hiicrenin biiylimesine ve yasam
siirecine etki ederek bu yolda diizenleyici bir goreve sahiplerdir. Organ gelisimi ve doku
rejenerasyonunun yani sira kollojenazlar tiimor gelisimi ve metastazda da 6nemli rol
oynarlar. Proteinleri yikma bakimindan oldukca yiiksek bir potansiyel giice sahip
olduklar1 i¢in, kollojenazlarin aktiviteleri ve ifadeleri siki bir sekilde kontrol altindadir.
Bu kontrol transkripsiyon ve post transkripsiyon seviyesinde hiicre i¢i ve hiicre disi

sinyal yollartyla gerceklesmektedir [64].

b-) Sitromelisinler

MMP-3 (sitromelisin-1), MMP-10 (sitromelisin-2) ve MMP-11 (sitromelisin-3)
sitromelisinler grubunu olusturan matriks metalloproteinazlardir. MMP-3 ve MMP-10
peptidoglikan core proteinlerini, laminin, fibronektin, elastin, jelatin, kollojen tip III,
tip IV, tip V, tip VII ve tip IX gibi olduk¢a genis bir substrat spesifitesiyle ekstra
seliller matriks bilesenlerini yikarken, MMP-11 ise biiyiik ekstraseliiler matriks
bilesenlerinin hi¢ birini yikamamaktadir. Sitromelisinler yara iyilesmesi, iltihaph

hastaliklar ve tiimor invazyonunda 6nemli dlgiide rol oynarlar [64, 65].

¢-) Jelatinazlar

Jelatinazlar grubunu MMP-2 (Jelatinaz A) ve MMP-9 (Jelatinaz B) olusturmaktadir. Bu

iki enzim ekstraseliiler matriksin jelatin, laminin ve fibriler olmayan kollojen tip IV ve

tip V bilsenlerini yikarlar. MMP-2 ve MMP-9 anjiogenezde ¢ok onemli rol oynarlar
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[66]. MMP’ler hiicre i¢in yabanci ve tehlike uyandiran ajanlar1 ortadan kaldirmak igin
ortama salinirlar fakat, asir1 derecede salindiklarinda ekstraseliiler matriksi ve hiicreleri
tahrip ederler ve akabinde iltahap olusumunu uyarirlar [67]. MMP-2 fibroblast, endotel
hiicreler ve epitel hiicreler gibi pek ¢ok hiicre tipinde sentezlenir. MMP-9 ise genellikle
makrofajlar, ndtrofiller, monositler gibi iltihaplanmayla iligkili hiicreler tarafindan

sentezlenir [66, 68].

d-) Membran Bagimh Metalloproteinazlar

Membran bagimli matriks metalloproteinazlar hiicre membranina bagli bir sekilde
bulunurlar. Hiicre ylizeyinde lokalize olmus bu enzimler hiicre ile matriks arasindaki
etkilesimde 6nemli rol oynarlar. MT-MMP-1 (MMP-14), MT- MMP-2 (MMP-15), MT-
MMP-3 (MMP-16), MT-MMP-4 (MMP-17), MT-MMP-5 (MMP-24) ve MT-MMP-6
(MMP-25) bilinen membran bagimli matriks metalloproteinazlardir [69, 70]. MMP-14
hiicre yiizeyinde aktif formda bulunan bir enzim olup, hiicre dis1 matriksin laminin,
kollojen, fibronektin gibi bilesenlerini yikar. Hiicre yiizeyinde lokalize olmus bu
MMP’ler, hiicre-matriks etkilesimi ve diger MMP’lerin aktivasyonunda gorev
alabilecekleri belirtilmistir. Bu baglamda MMP-14 ve MMP-15 aktif olmayan formdaki
pro MMP-2 ve pro MMP-131i aktive eder [71-74]. MT-MMP’ler kanserde invasyon
bakimindan 6nemli etkilere sahiplerdir ve bu MMP’lerin ifade seviyeleri kanser

dokularinda artis gostermektedir [75].

e-) Diger MMP’ler

Hiicre dis1 matriksin elastin bilesenini yikan bu grubun i¢cinde MMP-12, MMP-19,
MMP-20, MMP-23 ve MMP-28 yer alir. MMP-19 ESM ve bazl zarin bir ¢ok bilesenini
yikabilir fakat hi¢ bir proMMP’yi aktive edemez [76]. MMP-23 ¢ogunlukla yumurtalik,
testis ve prostat gibi organlarda ifade olur ve iireme prosesinde 6zgiil bir role sahiptir
[77]. Literatiirde bu grup MMP’ler ile ilgili ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir ve bu

calisma ile bu grup MMP’ler hakkinda da literatiire yeni veriler sunulmustur.
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Cizelge 1.2. Matriks metalloproteinazlarin siniflandirilmasi

MMP )
Grup Enzim Ismi Grup substratlar:
proteini
_ MMP-1 Intestinal kollojenaz Kollojenaz 1, II, III, VII,
Kollojenazlar MMP-8 Notrofil kollojenaz VIII, X, Jelatin, PG kor
MMP-13 Kollojenaz-3 protein
) ) Kollojenaz I, II, IIL, IV, V,
Jelatinazlar ﬁﬁg:g ;Szggzzg‘ VI, X, XI, elastin, jelatin,
fibronektin, PG kor protein
MMP-3 Smomehsm_l PG kor protein, fibronektin,
Sitromelisinler MMP-10 Sitromelisin-2 laminin, kollojen IV, V, X
MMP-11 Sitromelisin-3 X elasi[in oY
MMP-7 Matrilisin ’
MMP-14 MT1-MMP Jelatinaz-A, kollojen 1, II,
Membran bagimli | MMP-15 MT2-MMP I, jelatin , proteoglikan,
MMP’ler MMP-16 MT3-MMP fibronektin, vibronektin,
MMP-17 MT4-MMP laminin-1
MMP-12 Metallo-elastaz Elastin ,kollojen V, jelatin,
N . MMP-19 fibronektin, fibrinojen
Digerleri MMP-20 Enamelisin
MMP-23
MMP-28 Epilisin

PG = Peptidoglikan

1.5.2. MMP’lerin Biyolojik Fonksiyonlari

Ekstra seliiler matriksin yikilmasi embriyonik gelisim, organ morfogenezi, kemiklerin

sekillenmesi, yaralarin iyilesmesi, metastaz ve apoptozgibi pek cok normal biyolojik

proses icin gereklidir.

MMP’

lerin bu tiir biyolojik olaylarda rol aldiklar

diisiiniilmektedir. Ayrica MMP’ler kanser, nérolojik hastaliklar, kan beyin beriyerinin

kirilmasi, kardiyovaskiiler hastaliklar, gastrik iilser gibi pek ¢ok hastalikta rol oynarlar

[78, 79]. MMP’lerin karsinogenezi baglatarak, metastatik yayilim i¢in bazal membran

bariyerlerini kirip tiimor ilerlemesine katkida bulunduklar1 varsayilmaktadir. Son
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zamanlardaki ¢alismalar MMP’lerin tiimor hiicrelerinin hayatta kalmalarinda da 6nemli

rol oynadiklarini1 gostermektedir [80- 82].

1.5.3. MMP’lerin Hiicresel Kaynag

MMP’lerin normal dokularda ifade edildikleri bilinmektedir. MMP-2’nin normal
yetiskin dokularinda stromal hiicrelerde en ¢ok ifade edilen enzim oldugu rapor
edilmektedir. MMP-7 daha ¢ok gastrointestinal sistem ve endometriumda ifade olurken
MMP-9un hemopoietik hiicrelerde ifade oldugu bilinmektedir [83]. Cogu malignant
tiimorlerde MMP’lerin 6ncelikli kaynagi stromal fibroblastlardir. Ayrica iltihaplanmaya
yol agan hiicreler tarafindan {iiretilen sitokinler, tiimdr ve stromal hiicrelerdeki MMP

ifadesini artirmaktadir [84].

1.5.4. MMP Doku inhibitérleri (TIMP)

Matriks metalloproteinazlarin doku inhibitérleri (TIMP) ESM’in sekillenmesi, biiylime
faktorleri ve reseptdrlerinin aktivitesi, MMP’lerin inhibisyonu gibi cesitli biyolojik
prosesleri regiile ederler. Son yillarda yapilan ¢alismalar, dort tiyesi (TIMP-1, TIMP-2,
TIMP-3 TIMP-4) bulunan bu grubun hiicre proliferasyonu (¢cogalmasi) ve apoptoz gibi
cok Onemli proseslerde de rol oynadiklarini gostermistir [85]. Fizyo-patolojik
proseslerde ESM yikimi MMP’ler ve TIMP’ler arasindaki iliski ile dengelenmektedir.
TIMP-1 ve TIMP-2 MMP’lerin aktivitesini inhibe ederek tiimdr biiylimesini, metastaz
ve invazyonu engeller [86]. Sadece ESM’de bulunan TIMP-3’iin ise bazi hiicre

tiplerinde hiicre dongiisiine bagimli olaylar1 regiile ettigi bilinmektedir [87].

1.5.5. MMP’lerin Regiilasyonu

MMP’lerin fonksiyonlarinin regiilasyonu ¢ok yonlii bir sekilde gerceklesmektedir.
Transkripsiyon, salgilanma, zimojen aktivasyonu ve proteolitik aktivitenin inhibisyonu
cok yonlii regiilasyon prosesinde yer alan mekanizmalardir [88]. Normal in vivo
durumlar altinda MMP’lerin aktivitesi siki bir sekilde kontrol edilir. Normal kosullarda
dokulardaki MMP ifadesi diisiik seviyelerde goriiliir fakat bu seviye kanser, doku
tahribi ve iltihaplanma gibi durumlarda hizli bir sekilde iist seviyelere ¢ikmaktadir [ 84].
MMP’lerin transkripsiyon seviyesinde regiilasyonuna TNFa, EGF, IL-1 IL-6, TNFf
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gibi cgesitli sitokinler ve bliyiime faktorleri katilir ve bu faktorler hiicre c¢esidine ve
durumuna gére MMP’lerin {iretimini arttirir. Ayn1 zamanda onkogenler, hormonlar ve
cesitli kimyasal ajanlar, hiicre-hiicre etkilesimleri ve hiicre-matriks etkilesimleri
MMP’lerin ifadesini artirabilir veya azaltabilir [88]. MMP genleri ekstraseliiler
uyarilarla indiiklenebilirler [89].

MMP’lerin ¢ogu hiicreler tarafindan inaktif zimojenler olarak salgilanirlar.
Periseliiler boslukta proteolitik olarak aktive edilirler. ProMMP formunun bu latentligi
prodomeindeki sistein ile katalitik domaindeki ¢inko arasinda yer alan kovalent bag
vasitasiyla gergeklesir. Buradaki sistein-¢inko etkilesiminin ortadan kalkmasi ile
MMP’ler aktif hale gelirler. ProMMP’ler reaktif oksijen tiirleri ve baz1 deterjanlar gibi
ajanlarla da aktive edilebilirler [79, 90].

1.6. Wnt Sinyal Yolu

Wnt sinyal yolu, birgok canli tiirtinde organ gelisimi, hiicre adezyonu, hiicre polaritesi,
hiicre boltinmesi ve hiicre go¢ii gibi pek cok biyolojik prosesde rol oynar [91 -97]. Fakat
normal fonksiyonunun disinda anormal bir sekilde aktive oldugunda kanser olusumu ile
iliskili roller iistlenir. Ornegin kolerektal kanserlerin % 90’nindan daha fazlasi bu sinyal
yolunda ortaya ¢ikan mutasyonlardan kaynaklanmaktadir [94]. Wnt ailesine ait genler
sinyal molekiilleri olarak gorev yapan bir grup glikoproteinleri kodlamaktadirlar.
Genellikle 350-400 amino asit uzunlugundaki bu glikoproteinleri kodlayan Wnt genleri
memelilerden nematotlara (C.elegans) kadar pek ¢ok canli tlirlinde homolog genler
olarak bulunmaktadir [98]. Wnt ailesi sistein amino asidi bakimindan zengin olan en az
19 tane glikoprotein icermektedir. Bunlar genellikle hiicreye bagli olarak bulunurlar,
cok az1 ekstraseliller olarak bulunur. Wnt proteinlerinin  dogrudan neoplastik
transformasyon ile iligkili olduklart goriilmiistiir [94].

Wnt sinyal yolu kanonikal ve non-kanonikal wnt sinyal yolu olmak iizere ikiye
ayrilir;
a-) Kanonikal Wnt sinyal yolu: Wnt/B-katenin sinyal yolu olarak da ifade edilen bu
sinyal yolunda, Wnt proteini Frizzled genleri (FZD1-10) tarafindan kodlanan Wnt
reseptorlerinden bir tanesine baglanir. Wnt’in baglanmasi sitoplazmik bir protein olan
Dishevelled’in (Dsh) fosforilasyonuna neden olur, fosforillenmis Dsh axin’e baglanir

boylece APC/axin/GSK  kompleksi birbirinden ayrilir. Bdylece [-katenin

17



fosforillenmeden serbest kalir ve cekirdege transfer olur. Cekirdege transfer olan
B-katenin bir transkripsiyon faktorii olan T-cell faktore baglanarak cMyc, cyclin D1 ve
MMP-7 gibi pek ¢ok genin transkripsiyonunu aktive eder (Sekil 1.9). Boylece niikleer
B-katenin karsinogenez ile iligili genlerin tanskripsiyonunu etkilemesi bakimindan aktif

Wnt sinyal yolunun 6nemli bir markiridir [94].

b-) Non-kanonikal Wnt sinyal yolu: B-katenin’in rol oynamadig: bu sinyal yolunda
Wnt’in baglanmasi iki farkli yolda sinyal iletimine neden olabilir. Birincisi, Wnt bazi
FZD reseptorlerine baglanarak hiicre i¢ine kalsiyum salinimi saglayarak protein kinaz-
C’yi (PKC) aktive eder. Ikincisi ise Dsh, jun-N terminal kinaz (JNK) sinyal yolunu
aktive eder. JNK cekirdege transfer olur ve burada c-jun, ATF ve p53 gibi
transkripsiyon faktorlerini aktive eder [94].

Kanonikal Wnt sinyal yolunun kanser olusumu ile iligkisi oldugu bilinirken,
non-kanonikal Wnt sinyal yolunun kanser olusumu ile iligkisi heniiz tam olarak

anlagilmamustir [94].

A - Non Kanonikal Wnt sinyal volu B - Kanonikal Wnt sinyal volu

\
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Sekil 1.9 . Kanonikal ve non-kanonikal Wnt sinyal yolu
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1.6.1. p-katenin

Kateninler a, B ve y olmak {izere ii¢ ¢esit olup sitoplazmik proteinlerdir. Bu proteinler
hiicreler aras1 baglantida E-kaderin ile iliskilidirler. p-katenin Wnt sinyal yolunun
onemli bir bilesenidir [43]. Omurgal1 canlilarda -katenin, embriyonik gelisim ve timor
olusumunda ¢ok 6nemli role sahiptir [99,100]. GSK-3PB ve diger kinazlar B-katenin’i
fosforile ederek stabil olmayan hale sokarlar. Pek ¢ok tiimor hiicresinde B-kateninde yer
alan bu fosforilasyon bdlgesinin mutasyonuna rastlanmistir [101]. Aymi zamanda
B-katenin T-cell faktor (TCF) ailesinin transkripsiyon faktorleriyle etkileserek bazi
genlerin regiilasyonunu saglamaktadir. Ornegin, kolorektal kanserde MMP-7’nin
yiiksek oranlarda ifadesinde [-katenin Onemli rol oynamaktadir [102]. Ayrica
B-katenin’in hiicre bliyiimesi, hiicre hareketi ve tiimor olusumunda rol oynadigi

goriilmektedir [103].

1.7. Apoptoz

Programlanmis hiicre 6liimii olarak bilinen apoptozenerji gerektiren biyokimyasal bir
mekanizmadir. Apoptoz embriyonik gelisim, immiin sistemin ¢aligmasi, normal hiicre
gelisimi gibi ¢esitli biyolojik olaylarda olduk¢a Onemli olan bir prosesdir [104].
Apoptozdigaridan (extrinsic) ve igeriden (intrinsic) uyarilmak {iizere iki ayri sinyal
yoluyla gelisebilir. Hiicre disindan gelen faktorlerle gelisen apoptosiz, timor nekrosis
faktor (TNF) ligantlar ile aktive olan spesifik reseptorlerin indiiklenmesiyle baslar.
Hiicre i¢i faktorlerle gelisen apoptozde ise mitokondriden baslayan hiicre i¢i bir takim
sinyal yollariyla geligir. Her iki durumda da apoptozun gergeklesmesinde kaspazlar
olarak adlandirilan spesifik proteazlar rol oynamaktadir [105].

Kaspazlar aspartat-spesifik sistein proteazlardir ve substratlarin1 aspartat
kismindan keserler. Kaspazlar inaktif polipeptitler (zimojen) olarak sentezlenirler ve
daha sonra bu prokaspazlar aktif kaspazlar haline doniisiirler. Yaklagik 15 ¢esit kaspaz
bulunmaktadir [106].
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1.8. 8-OHdAG

Oksidatif stres DNA iizerinde zincir kiriklari, plirinsiz (apurinic) bolge olusumu (AP),
seker hasari, DNA-protein c¢apraz baglanmasi, piirin ve pirimidin bazlariin
modifikasyonu gibi ¢esitli hasarlara neden olmaktadir [107]. Cu™ iyonlar1 en ¢ok
G-C’ce zengin bolgelerde bulundugundan, en fazla oksidatif hasara maruz kalan baz
guanindir. Bu iyonlarin polianyonik karakterde olan DNA’nin o6zellikle guanin
bazlarina yiiksek afinite ile baglandigi ve H,O; ile etkilesime girerek DNA hasarini
baslattig1 gosterilmistir (Sekil 1.10). Bu nedenle en yaygin olarak dlgiilen baz hasar1 8-
OHdG’dir [108]. 8-OHdG iceren DNA’nin, in vitro DNA sentezi sirasinda bir kalip
olarak kullanildigi zaman yanlis okumaya ve GC—TA mutajenezine yol actigi

gosterilmistir [109].
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Sekil 1.10. Oksijen radikalleri ile 8-OHdG olusumu

1.9. RNA Miidahalesi (RNAIi)

RNA miidahalesi cesitli organizmalarda hemeostasiyi devam ettirmek i¢in genlerin
ifadesini diizenleyen endojen bir prosesdir [110]. Son yillarda kesfedilen RNA
miidahalesi teknolojisi gen ifadesini susturmak icin oldukca etkili bir yontemdir. Post-
transkripsiyonel gen susturulmasi prosesini iceren RNAi’nin temelinde, susturulacak
hedef mRNA’ya dizi 6zgiilliigii gosteren ve onu inhibe eden ¢ift zincirli RNA’lar
yatmaktadir. Diger gen ifadesi susturma yontemlerine (anti-sens teknolojisi ve nack-
out teknolojisi) gore oldukca basarili olan RNAi, pek c¢ok kanser tiiriinde yiiksek
potansiyele sahip etkili bir terapotik ara¢ olarak diisiiniilmekte ve kullanilmaktadir
[111]. Tiimdr hiicrelerinde invazyona yol acan MMP-3’iin bu teknoloji ile susturulmasi

buradaki ¢calismanin amaglar arasinda yer almaktadir.
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1.9.1. RNAi Mekanizmasinda Rol Alan Molekiiller

Dicer: Cift zincirli RNA’ya 6zgiil olan ve RNAaz III ailesinine dahil bir riboniikleazdir.
ATP bagimli; dimer bir yapiya sahiptir. Enzim, uzun ¢ift zincirli RNA’y1 21-25
niikleotid uzunlugundaki kiiciik RNA (siRNA) pargalarina ayirir (Sekil 1.11) [112] .

DICER ile dsRNA 3' ucundan ~22 nukleotid kesilerek siRNA'lar olusur

—
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Sekil 1.11. Dicer ile uzun g¢ift zincirli RNA (dsRNA)’dan siRNA olusumu.

Kiiciik miidahaleci (siRNA) RNA’lar: Kii¢ilk RNA’lar yaklagik 21-23 niikleotit
uzunlugunda, hem anlamli hem de anlamsiz zincire sahip ¢ift zincirli RNA’lardir. Dicer
enziminin spesifik olmayan niikleaz aktivitesiyle uzun ¢ift zincirli RNA’lardan
olusurlar. siRNA’larin her iki zincirinde; 5’-fosfat ucuna; 3’-hidroksil ucuna ve
3’ucunda 2/3-niikleotidlik eslesmemis acgik u¢ bulunur. Olduk¢a etkili olan bu
siRNA’larin ortak dzelliklerine baktigimizda sens zincirin nisbeten kararli 5° ucu anti-
sens zincirinin nisbeten kararsiz 5° ucu ve ¢ift zincirli yapinin ortasinda kesim
bolgesinde bir kararsizlik s6z konusudur [112, 113].
MikroRNA (miRNA)’lar: miRNA’lar bitki ve hayvan genomlarindan kodlanan ancak
bir proteine transle olmayan ¢ift zincirli kisa RNA molekiilleridir. Bu oldukga
korunmus yaklasik 21 niikleotid uzunlugundaki yapilar hedef mRNA’larin 3’ transle
olmayan bolgelerine baglanarak gen ifadesini diizenlerler. Yiiksek Okaryotlarda
miRNA’larin roliiniin neredeyse transkripsiyon faktorleri kadar oOnemli oldugu
sanilmaktadir [113, 114].

Insan genomunda 200-300 kadar 6zel miRNA geninin oldugu sanilmaktadir.
Dizileri canli gruplar1 arasinda 6nemli benzerlik gostermektedir. Bu da bu molekiillerin

olduk¢a eski ve diizenleyici bir roliine isaret etmektedir. Bazi miRNA genleri
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kromozomlar iizerinde genellikle normal genlerin bulunmadigi bolgelerde bulunurlar ve
bagimsiz olarak transkribe olurlar. Intronlarin birgogu ise primer mRNA (islenmemis
mRNA)’nin intronlar1 tarafindan kodlanir. siRNA’lardan farkli olarak cift zincir bir
govde ve tek zincirden olusan bir bas kismu tasirlar (sag tokasi seklinde, Ing. hairpin)

[115, 116].

RNA ile indiiklenen susturma kompleksi-(RISC): Cok alt {initeli kompleks bir RNA
niikleaz’dir.  Yapist heniiz tam olarak anlasilamamis olup yaklastk 500 kDa
biiytlikliigiinde ve argonat ailesi iiyesidir. Yapisinda RNA baglayici proteinler ve RNA
helikaz bulunmaktadir. RNA baglayic1 proteinler ile c¢ift zincirli RNA’lara baglanir,
helikaz enzimi ile de ¢ift zincirli RNA’nin sens ve anti-sens zincirlerini birbirinden
ayirir. siRNA’lar ve miRNA’lar tarafindan aktive olan ATP bagimli bir enzim olup dizi
Ozgillii gosteren bir niikleaz’dir. Tam komplomenterlik gerektirir, yani hedef mRNA
dizisi ile anti-sens zincir arasinda tam bir koplomenterlik s6z konusu oldugunda niikleaz

aktivitesi gosterir. Kesme bolgesi komplomenter olunan bdlgenin tam ortasinda yer alir

[117, 118].

1.9.2. RNA.I ile Gen Susturulmasi

RNA miidahelesi (RNA1) bitkiler ve hayvanlarda gozlenen diziye 6zgii transkripsiyon
sonras1 bir gen susturum mekanizmasidir. Bu mekanizma genin mRNA dizisine
komplementer c¢ift iplikli RNA tarafindan uyarilir. Cift iplikli RNA molekiili,
aktarildig1 hiicrelerde 21-25 bazlik kiiciik RNA pargalar1 (siRNA) halinde islev goriir.
Hiicre igerisinde siRNA parcalari, ¢ok bilesenli bir niikleaz olan RNA tetikli susturum
kompleksi (RISC) ile etkileserek hiicre mRNA'sinin diziye 6zgii olarak yikiminda gérev
alir (Sekil 1.12). Dogada bulunan bu mekanizma, molekiiler biyolojide gen-protein

islevi analizi ve gen tedavisinde genis bir uygulama alanina sahiptir [115, 117- 119] .
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Sekil 1.12. RNA miidahalesi (RNAI1) ile gen susuturum mekanizmasi

1.9.3. miRNA ve siRNA’nin Molekiiler Mekanizmasi

miRNA ve siRNA molekiiler mekanizmada stratejik olarak farkli sekillerde rol alirlar.
Molekiiler orijinleri ile de miRNA’lar siRNA’lardan farklidirlar. miRNA’lar genom
tarafinda kodlanan bir prekiirsérden yapilirlarken, siRNA’lar uzun dsRNA’lardan
olusurlar ve bu dsRNA’lar eksojen kaynakli da olabilirler (6r.viral veya kimyasal olarak
yapilmis dsRNA’lar). miRNA’lar genellikle 3’transle olmayan mRNA bolgelerine
baglanip hedef mRNA’nin translasyonunu negatif etkilerken, siRNA’lar hedef
mRNA’lar ile kusursuz komlementerlik olustururlar ve bu bolgeden hedef mRNA
kesilir. miRNA’nin pes pese kesilip islenmesi ve olgunlasmasi iki RNAz enzimi ile
basarilir. Bu enzimlerin her ikisi de dsSRNA spesifik endeniikleazlar olup 3’ucunda 2
eslesmemis nukleotid bulunduran dsRNA’lar iiretirler. Drosha esas olarak nukleusta
bulunur. Drosha tarafindan nukleusta {iretilen pre-miRNA’lar eksportin proteinleri
yardimu ile sitoplasmaya gelir ve burada DICER tarafindan ikinci bir isleme tabi tutulur

ve olgun miRNA’lar olusur [115, 118, 120].
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1.9.4. RNAi Mekanizmasinin Siirekliligi

RNAi teknolojisinin uygulanmasida bir problem olarak hedef mRNA’y1 kesen
mekanizmanin siirekli olarak islemesi gerekmektedir. Bu mekanizma siirekli isledigi
takdirde etkili bir gen susturulmasi miimkiin olmaktadir. Baz1 canlilarda (bitkiler ve C.
elegans) bu mekanizmay siirekli hale sokacak RNA bagimli RNA polimeraz (RdRp)
enzimi mevcuttur. Bu enzim kesilen mRNA’nin bir pargasini ve siRNA’lar1 kalip olarak
alip bunlardan tekrar cift zincirli RNA’lar olusturur ve mekanizma tekrar baslayarak
devam eder. Fakat RNA bagimli RNA polimeraz memelilerde ve D. melanogaster’de
bulunmamaktadir. Bu canlilarda etkili bir sekilde gen susturulmasi i¢in endojen olarak

siRNA sentezleme mekanizmalar1 gelistirilmektedir [112, 119, 121].

1.9.5. RNAi ve Kanser

RNAI ¢esitli kanserlerin tedavisinde gen terapisinin uygulanmasi bakimindan oldukga
gelecek vaat edici bir teknolojidir [110]. Kanser hiicreleri, onko-genler ve tiimor-
baskilayic1 genlerin az ifade olmasi, fazla ifade olmasi veya delesyona ugramasi ile
karakterizedirler. Bu baglamda, tiimor hiicreleri ile normal hiicreler karsilagtirildiginda
ve kodlanmayan RNA (ncRNA)’ larin kanser hiicrelerinde zarara ugradiklar
goriilmiistiir ve bu agidan kodlanmayan RNA’larin kanser olusumunda ve kanserin
ilerlemesinde 6nemli olabilecegi diigiiniilmiistiir [110, 122]. Su ana kadar memelilerde
siRNA’larin endojen olarak ifade edildiklerine yonelik bir veri bulunmamaktadir. Fakat
miRNA’larin ¢esitli organizmalarda ve hiicre tiplerinde bulunduklari bilinmektedir
[123]. Cesitli miRNA’larin ifadeleri, kronik lenfoik I6semi, kolorektal neoplasmia,
Burkitt’s lenfoma gibi ¢esitli kanserlerde goriilmektedir [124 -126]. Insan miRNA’lari
baz1 kanserlerde iligkisi olan genomik bolgelerde ve kirillgan bolgelerde daha cok
lokalize olmuslardir [127].

Son zamanlarda genlerin fonksiyonlarin1 ve iligkili bircok metabolik yolun
yapisini anlamak i¢in siRNA teknolojisi kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda kanserin de
aralarinda yer aldigi pek c¢ok hastaligin tedavisine yonelik kullanim alanlar
amaclanmistir [128]. Bu amaglara ulasmak i¢cin RNA1 teknolojisi tiimér olusumu,

biiylimesi ve metastas gibi kanserin 6nemli ve degisik asamalarinda kullanilmaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Kanser ¢ok basamakli genetik bir hastalik olup hedef genlerdeki bozukluklarin birikimi
sonucu ortaya ¢ikar. Mitokondriel solunum sonucu ortaya ¢ikan ya da disaridan maruz
kalmman serbest radikaller eger hiicre i¢i mekanizmalarla elimine edilmezlerse hiicre
icinde bulunan proteinlerde, lipidlerde ve niikleik asitlerde hasar meydana getirerek
islevlerini yapmalarin1 engelleyebilirler. Oksidatif stress ile kanser olusumu arasindaki
iligkiye yonelik caligmalar [16, 21, 22, 27, 129] olmasina ragmen iligki mekanizmasi
cok iyi bilinmemektedir.

Literatiirde, mide kanserinde MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13
genlerinin ifadesinde artis oldugu gosterilmistir. MMP-2 ve MMP-13’lin ifadesindeki
artis timor ilerlemesini ve invaziv fenotipi beraberinde getirmistir [130]. Ayrica
Bloomston ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, pankreas kanserinde MMP-2 ve
MMP-9 genlerinin ifadesinin oldukca yiiksek oldugu gdosterilmistir. [131].

Son yapilan genomik ¢aligsmalardan, matriks metalloproteinazlar1 kodlayan 24
farkli genin oldugunu ve bunlardan sadece iki tanesinin Wnt sinyal yoluyla iligkili
oldugu bilirlenmistir.  Matriks  metalloproteinaz-7 (MMP-7) ve  matriks
metalloproteinaz-26’nin promotorlarinin fosforillenmemis niikleer B-katenin ile aktive
olabilecekleri gosterilmistir [132, 133]. Ozellikle epitelial orijinli kanserler basta olmak
tizere pek cok kanser tiiriinde yiiksek bir MMP-7 ifadesi bulunmustur. Ayrica normal
dokularla karsilastirildiginda tiimérlii dokularda bu genin daha yiiksek bir ifadesi
goriilmistir [129].

H. pylori efeksiyonu gastrit, peptik iilser ve mide kanseri olusumunda etkilidir.
Ancak burada tiimor olusumunda ve tiimdr invazyonunda yer alan molekiiller ve
mekanizmalar hala tam olarak bilinmemektedir. H. pylori efeksiyonunun, bagisiklik
sisteminin aktivasyonuna bagli olarak, oksidatif stres yarattigi bilinmektedir. Bu da
bakteri efektdr molekiilleri, epitel hiicre proliferasyonu ve apoptoz arasindaki dengeyi
bozarak onkojenik potensiyel teskil eden mutasyonlarin birikimine sebep olup
damarlanmay1 (anjiogenez), timor gelisimini, timor invazyonunu ve metastazi
destekler [37, 38].

H. pylori ile enfekte olmus kanserli mide dokusunda MMP-7 geninin ifadesinde
bir artis oldugu gosterilmistir. Ayrica H. pylori’nin MMP-2 ve MMP-9 ifadesini de
arttirdig1 bilinmektedir [36, 37].
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Invazyon ve metastaz tiimor hiicrelerinin bazal membrana baglanmalarin,
bolgesel bag dokuyu parcalamalarin1 ve akabinde sindirilmis dokudan ¢ikarak go¢
etmelerini icerir. Bag doku yikimmnin biiyiik kismimi ¢inkoya bagimli olan ve bag
dokunun her Dbilesenini yok eden matriks metalloproteinazlar (MMP)
gerceklestirmektedir. Bununla birlikte Wnt sinyal yolunun bazi MMP’leri regiile ettigi
gosterilmistir  [94]. P-katenin Wnt sinyalyolunda yer alan ve bazi MMP’lerin
regiilasyonunda rol alan bir proteindir. Invaziv mide kanserlerinde MMP’lerin ve
B-katenin’in regiilasyonunda normalden farkliliklar goriilmekle birlikte bu farkliliklarla
oksidatif stres arasindaki iliskiyi gosteren bir ¢alisma yoktur.

Yapilan calismalar uzun siireli oksidatif strese maruz kalan meme epitel
dokususunda, oksidatif stresin, MMP-3, MMP-10 ve MMP-13’1i aktif hale getirerek,
E-kaderin ve integrin ifadelerini etkileyerek, hiicrelere invaziv bir potansiyel verdigi
[134, 135], HT-29 kolorektal kanser hiicre hattinda oksidatif stresin MMP-7 mRNA ve
protein diizeyini arttirdigi [136] ve goz kanseri biyopsilerinde ve hiicre hatlarinda da,
hiicre icinde MMP ve matriks metaloproteinaz doku inhibitérleri (TIMP) dengesinin
MMP’ler yoniinde oldugu gosterilmistir [137]. Bu da bize mide mukozasinda oksidatif
stress varliginda MMP’lerin ifadesinde degisiklik olabilecegini diistindiirmektedir.
Literatiirde, mide kanserinde MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13 genlerinin
ifadesinde artis gosterilmistir. MMP-2 ve MMP-13’in ifadesindeki artis timor
ilerlemesini ve invaziv fenotipi beraberinde getirmistir [130]. Bunlarla birlikte, mide
kanserinde MMP genlerinde oksidatif strese bagl degisikliklerle ilgili bir ¢alisma
bulunmamaktadir.

Gastrik kanser hiicre hatti olan MGC803’de H,0, ile indiiklenen apoptozun
molekiiler mekanizmasi arastirilmistir. H,O,’e maruz kalan hiicrelerde canlilik oraninin
azaldigi ve apoptozun arttigi gorilmistiir. Hiicreler 400 puM H,O, ile muamele
edildiginde, Bax geninin ifadesi arttarken, Bc/-2 geninin ifadesinin azaldigi
goriilmiistiir. Oksidatif stres altindaki MGC803 hiicre hattinin apoptoz mekanizmasinda,
Fas aracil1 yiizey reseptorlerinin ve mitokondri aracili apoptotik yollarin aktif oldugu
goriilmistir [138].

Buna ek olarak, MMP-7 ve MMP-26 genlerinin Wnt sinyal yolunda yer aldig1
ve B-katenin tarafindan regiile edildigi bilinmektedir. [139, 140]. Gastrik kanserlerde
MMP-26 ile ilgili bir ¢caligmaya heniiz rastlanilmamigtir. Wnt sinyal yolu gelisim
stiresince yetigkin dokularinda hiicre kaderini ve hiicre proliferasyonunu regiile ettigi

gibi mide dokusunda da ayni iglemi yapar [141]. Gastrik kanserde Wnt sinyal yolu
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bozukluklar1 gosterilmistir ve ifadesi artan Wnt sinyal yolu molekiillerinin WNT2,
[-katenin ve MMP-7 oldugu rapor edilmistir [142, 143]. Ancak mide kanserinde
oksidatif stresin Wnt sinyal yolu molekiilleri iizerindeki etkisi heniiz tam olarak
bilinmemektedir.

Gastrik adenokarsinoma dokularinda Wnt sinyal yolu analizine yonelik yapilan
calismada, 311 gastrik adenoma dokusunda immiinohistokimyasal yontemle [-
katenin’in hiicre icerisindeki lokalizasyonu incelenmistir. Calisma sonucunda, 90
gastrik kanser dokusunda (% 29) niikleer B-katenin lokalizasyonu goriiliirken, 221
dokuda (% 71) membrandz B-katenin lokalizasyonu goriilmiistiir [144].

Ayrica gastrik kanserde MMP genlerinin ve B-katenin’in regiilasyonunu anlamaya
yonelik bir gen susturum teknolojisi olan RNAi teknolojisinin kullamildig1 ¢ok az
calisma vardir. Bu tez kapsaminda bu sinyal yolunda yer alan ve diger MMP’leri regiile
ettigi disliniilen MMP-3lUn 06zgiill siRNA’lar kullanilarak susturulup, MMP’lerin
ifadesindeki degisiklikler arastirilacaktir. MKN-45 hiicre hattinda E-kaderin’nin RNAi
teknolojisiyle susutrulmasina yonelik yapilan ¢alismada, mRNA ve proteinin 6nemli
derecede inhibe edildigi goriilmiis ve E-kaderinin inhibisyonu gastrik kanser
hiicrelerinin invazyon yapma yeteneklerini arttirdig1 anlasilmistir [145].

Yeni kan damarlarinin olusumunu igeren timdr anjiyogenezi, anjiyogenetik
faktorler ile anjiyogenetik inhibitorler arasindaki dengenin degismesiyle ortaya c¢ikar.
Anjiyogenesiz’in  histon deasetilaz (HADC) inhibitorleri ile baskilanabildigi
gosterilmigtir  [146]. Membran bagimli bir glikoprotein olan RECK matriks
metalloproteinazlar1 negatif yonde regiile edererek tiimor metastazin1 ve anjiyojenezi
inhibe eder. CL-1 karaciger kanser hiicre hattinda siRNA ile RECK’in susturulmasi
sonucu HDAC’larin tiimdr invazyonunu ve anjiyojenezi nasil baskiladigi anlasilmigtir.
Bu calisma ayni1 zamanda kanser terapisi i¢in yeni bir strateji ortaya koymustur [147].

Timor invazyonu ve metastazinda gorev alan 6nemli proteinler arasinda MMP-9
ve katepsin B yer alir. SNB19 hiicre hattinda, MMP-9 ve katepsin B’nin susturulmasi
sonucu hiicreler arasindaki etkilesimin azaldig1 goriilmiistiir. Ayrica MMP-9 ve katepsin
B’nin RNAI ile es zamanli susturulmasinin, insan glioma (beyin tiimorii) tedavisinde
etkili bir ¢6ziim olacag1 gosterilmistir [148]. Biitlin bu sonuglar, tiimdr biiylimesine ve
metastazinda rol alan hedef genlere kars1 spesifik RNAi teknolojisinin kullanilmasinin
cesitli timorlerin tedavisinde gelecek vaad eden bir ara¢ oldugunu gostermektedir.

Bu ¢aligmada, tiimor invazyonunda rol oynayan MMP genlerinin ve onkojenik

transformasyonda rol oynayan [-katenin’in gastrik kanser biyopsilerinde ve hiicre
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hatlarinda oksidatif strese bagli olarak degisimlerinin gosterilmesi amag¢lanmistir. Bu
genlerin ifadesi, stresin olmadigi, ortadan kaldirildig1 ya da kontrol edildigi durumlarda,
stresli kosullar ile karsilastirilip, aradaki fark ortaya cikartilmistir. Ayrica oksidatif
stress ile tetiklenen, hastaligin ilerlemesinin durdurulmasinda &nemli derecede rol
oynayacag1 diisiiniilen molekiillerin agiga ¢ikartilmasi calismanin amaclar igerisinde
yer almaktadir. Bu bakimdan orijinal olan bu g¢aligmada, ayrica amaca bagl olarak
MMP-3 mRNA’sina yonelik kullanilacak olan siRNA ile susturum sonucu MMP’lerin
ifade profilindeki degisikliklerin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir. Literatiirde heniiz
boyle bir ¢alismanin olmayist ve ilk defa bu ¢alismayla bu iliskinin ortaya ¢ikartilmasi

calismay1 ayrica 6nemli kilmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Ayiraglar

Bu calismada kullanilan biitlin kimyasallar ve ayiraglar analitik saflik derecesinde olup
Sigma, Merck, BioChrom, Bio-Rad, Roch firmalarindan temin edildi. Hiicre soylarinin
biliylime ortamlar1 olan RPMI-1640, DMEM, HAM’s F12, Fetal Bovin Serum (FBS),
tripsin, penisilin/streptomycin BioChrom firmasindan satin alindi. PCR i¢in dizayn
edilen primerler fon-Tek firmasindan (Tiirkiye), MMP-3 siRNA ve transfeksiyon

reaktifi Dharmacon (Ingiltere) firmasindan satin alind.

3.2. Cahsmada Kullamilan Doku Ornekleri

Calismada kullanilan kanserli mide dokusu ornekleri, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Hastanesinde yatmakta olan 76 hastadan normal doku ve tiimdrlii doku olmak tizere 76
cift olarak temin edildi. Bu doku 6rnekleri 6nce sivi nitrojene konulduktan sonra uzun

stireli saklamak i¢in — 80 °C’de tutuldu.

3.3. Doku Orneklerinde Gen ifadesi

Doku orneklerinde B-katenin ve MMP genlerinin ifadesine yari-nicel RT-PCR ile
bakildi. Bunun i¢in 6ncelikle dokulardan RNA izolasyonu ve sonrasinda cDNA sentezi

yapild.

3.3.1. Doku Orneklerinden RNA izolasyonu

Doku orneklerinden RNA izolasyonu ‘“NucleoSpin RNA II Kit” i kullanilarak
gergeklestirildi. Bunun i¢in dokular 6nce sivi nitrojen igerisine konuldu, sonra doku
ezilerek homojenize edildi ve kit protokolii takip edilerek RNA izolasyonu tamamlandi.

RNA konsantrasyonu spektrofotometrik olarak 260 nm’de belirlendi ve uzun siireli

kullanim igin -80 °C’de saklandu.
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3.3.2. Doku Orneklerinden cDNA Sentezi

Doku orneklerinden izole edilen RNA o&rneklerinden cDNA sentezi yapildi. cDNA
sentezi icin “RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit” i (Fermentas) kullanildi.
Izole edilen RNA orneklerinden 6 pl kullanilirken, sentez i¢in oligo(dT) 18 primer
kullanild1 ve daha sonra kit protokolii takip edilerek cDNA sentezi tamamlandi. Bu

cDNA ornekleri yine uzun siireli kullanim igin -80 °C’de sakland.

3.3.3. Primer Dizayni ve Sentezi

Calismada analiz edilen MMP genleri, f-katenin ve GAPDH geni i¢in primer dizayni
primer-3 programi (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3 www.cgi)
kullanilarak yapildi. Dizayn edilen primerler Ion-tek firmasindan temin edildi. Her
primerin baglanma sicakligi ve calisma kosullar1 optimize ederek belirlendi. Bu

primerlerin 6zellikleri Cizelge 3.1°de yer almaktadir.

Cizelge 3.1. MMP genleri, f-katenin ve GAPDH geni igin spesifik primerler

Primer Dizi Amplikon | Baglanma
Boyu Sicakhgr

Forward: 5- ATGCTGAAACCCTGAAGGTG -3

MMP-1

Reverse: 5- GAGCATCCCCTCCAATACCT -3 348bp  [55°C

[Forward: 5-TGGGGAGTACTGCAAGTTCC -3

MMP-2 [Reverse: S-ATACTTCTTGTCGCGGTCGT -3 301'bp S6°C

[Forward: 5-GTCTCTTTCACTCAGCCAAC-3

MMP-3 [Reverse: 5-ATCAGGATTTCTCCCCTCAG-3 250 bp 35°C

Forward: 5-TCCCGCGTCATAGAAATAATG-3

MMP-7 Reverse: 5-AGGAATGTCCCATACCCAAAG-3 #lbp|57°C
Forward: 5-TGATGAAAAAGCCTCGCTG-3

MMP-8 R verse: S-TGTTGATATCTGCCTCTCCCS 290bp - |56°C
Forward: 5- CCTTCCTTATCGCCGACAAG -3

MMP-9 R verse 5- TGAACAGCAGCATCTTCCCC-3 225bp |60°C

ap-1oJForward: 5-CATTCCTTGTGCTGTTGTGTC -3 250p |63
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Reverse: 5- TGTCTAGCTTCCCTGTCACC -3
Forward: 5- AGACACCAATGAGATTGCAC -3

MMP-11 249 b 57 °C
IReverse: 5- GCACCTTGGAAGAACCAAATG -3 P
[Forward: 5- ACTACACATTCAGGAGGCAC-3

MMP-12 270 bp 56 °C
[Reverse: 5- CAAATTGGGGTCACAGAGAG -3
[Forward 5- ATAAACCCAAAAACCCCACC -3

MMP-14 R verse 5- AAACACCCAATGCTIGTCTC 3 251 bp 61°C
Forward 5- ACAACTATCCCATGCCCATC-3

MMP-15
Reverse 5- ACCTGTCCTCTTGGAAGAAG-3 242 bp 57°C
Forward 5- TCCAGATCGACTTCTCCAAG -3

225 bp .

MMP-17  |Reverse 5- CCACATGGCTTAACCCAATG -3 62 °C
Forward 5- GCTACCCCAAACCAATCAAG -3

MMP-19 e erse 5- TGGTATCCAAGGTTATGCCC 3 255bp 62°C
Forward 5- CGACTTCTGCTACGAATTCCC-3

MMP-23 e erse 5- TTGGCGATGATGCTCAGGTG 3 321 bp >7°C
Forward 5- AGGCATTCCTAGAGAAGTACG -3

MMP-28 R verse 5- CTTACGCCTCATTTTGGTCC 3 338 bp >8°C
Forward: 5-CAGAAGCTATTGAAGCTGAGG-3

P-Katenin o e S TTCCATCATGGGGTCCATACS3 326 bp 63°C
Forward 5- GACCTGCCGTCTAGAAAAAC-3

126bp | 60°C
GAPDH  [Reverse 5- TTGAAGTCAGAGGAGACCAC -3

3.3.4. Polimer Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR reaksiyonunda kullanilan Taq tamponu (Fermentas), MgCI, (Fermentas), ileri

(forward) ve geri (revers) primer (lon-tek), Taq DNA polimeraz (Fermentas), cDNA ve

H,0, miktarlar1 25 pM master-miks i¢in optimize edildi.

konsantrasyonlar Cizelge 3.2°de yer almaktadir. Her PCR reaksiyonunda internal

kontrol olarak GAPDH (Glikoz alt1 fosfat dehidrogenaz) geni kullanildi. Baslangic
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denaturasyonu 94 °C’de 4 dakikadir ve her primerin baglanma sicaklig1 Cizelge 3.1°de
verilmistir. Extension 72 °C’de 20 saniye ve Final Extension 72 °C’de 4 dakika olarak
optimize edilmistir. PCR dongii sayist genel olarak 25-30 olarak belirlendi. Her
ornegin PCR iirlinii etidyum bromid iceren % 2’lik agaroz jelde yiiritildi ve

transiliimiinator (Bio Rad) iizerine konularak fotograflandi.

Cizelge 3.2. PCR reaksiyonunda kullanilan 25 pl’lik master mix

Reaktifler Son Hacim (ul) Son Konsantrasyon
10X Buffer 2.5 1X

25 mM MgCl, 2 2mM

2mM dNTP mix 2.5 0.2 mM

fleri primer (10 pmol) 1 0.4 pmol

Geri primer (10 pmol) 1 0.4 pmol

Taq Polimerase (5 U/pl) 0.2 1U

cDNA 1

ddH,0 14.8 -

Toplam hacim 25

3.3.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Biitiin PCR o6rnekleri % 2’lik agaroz jelde yiitiildii. Jel hazirlama ve yiiriitme tamponu
olarak TAE ( Tris-Asetik asid-EDTA, (pH 8.0)) kullanildi. Jeller i¢cin 80 ml 1X TAE
tamponuna 1.6 g agaroz (Sigma) ilave edildi ve soliisyon mikrodalga firinda tamamen
eriyip berraklagincaya kadar kaynatildi. Soliisyonun 1s1s1 60-70 °C’ye diisiince 10 mg/ml
etidyum bromid soliisyonundan 8 pl eklenerek hafifce karismasi saglandi. Daha sonra
temiz ve kuru bir jel dokiim kabina tarak dislerini kapatacak kalinlikta jel soliisyonu
dokildii ve 20 dakika polimerlesmesi i¢in bekletildi. Polimerlesen jel yiiriitme tanki
icine alinarak taraklar ¢ikarildi ve jeli yaklasik 0.5 cm kapatacak miktarda jel yiiriitme
tamponu tanka dolduruldu. PCR 6rnekleri ve markir (belirteg) DNA uygun kuyucuklara
eklenerek sabit voltaj (75 Volt) ve akimda ( 20-25 mA) jel 45 dakika elektroforeze tabi
tutuldu. Daha sonra jeldeki bantlasma motifi translimiinatoér (Bio Rad) araciligr ile

goriintiilenerek fotografi ¢ekildi.
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3.4. Doku Orneklerinde p-katenin Lokalizasyonunun Tayini

Immiinohistokimyasal yéntem kullanilarak B-kateninin hiicre igindeki lokalizasyonu
belirlendi. Parafine gomiilii kanserli mide doku Orneklerinden 4 mikron kalinliginda
kesit alindi. Bu kesitler bir gece 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Kesitlerin alindig1 bu
slaytlar ksilen ve alkol ile deparafinize edildikten sonra 1X’lik EDTA tamponunda
(pH 8.0) 15 dakika kaynatildi. Daha sonra DakoCytomation LSAB2 System-HRP Kkiti
kullanilarak protokol tamamlandi. Primer antikor olarak Mouse Monoklonal (6F9)
B-katenin antikoru (abcam) kullanildi. Antikor protokole gore 1:1000 oraninda % 1
BSA igeren PBS igerisinde sulandirilarak kullanildi. Sekonder antikor olarak Kit’te yer
alan primer antikoru taniyan biotin ile isaretli sekonder antikor kullanildi. Sinyali
gorlinlir (renkli) hale getirmek igin streptavidin horseradish peroksidaz (HRP)
kullanildi. HRP substrati olarak da 3-3’- diamino benzidin tetrahidrokloriir (DAP)
kullanildi. Son olarak Haematoksilen ile hiicrelerin ¢ekirdekleri boyandi ve invert

mikroskopta (Zeiss, Axiovert 40 CLF) gézlemlendi.

3.5. Doku Orneklerinde 8-OHdG’in Tayini

Immiinohistokimyasal yontem kullanilarak 8-OHdG’nin hiicre igindeki lokalizasyonu
belirlendi. Parafine gomiilii kanserli mide doku 6rneklerinden 4 mikron kalinliginda
kesit alindi. Bu kesitler bir gece 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Kesitlerin alindigi bu
slaytlar ksilen ve alkol ile deparafinize edildikten sonra 1X’lik Sitrat tamponunda 15
dakika kaynatildi. Daha sonra DakoCytomation LSAB2 System-HRP kiti kullanilarak
protokol tamamlandi. Primer antikor olarak Mouse Monoklonal 8-OHdG antikoru
(Cosmo Bio Co., LTD) kullanildi. Antikor protokole gore 1:20 oraninda % 1 BSA
iceren PBS icerisinde sulandirilarak kullanildi. Sekonder antikor olarak Kit’te yer alan
primer antikoru taniyan biotin ile isaretli sekonder antikor kullanildi. Sinyali goriiniir
(renkli) hale getirmek icin streptavidin horseradish peroksidaz (HRP) kullanildi. HRP
substrat1 olarak da 3-3’- diamino benzidin tetrahidrokloriir (DAP) kullanildi. Son olarak
haematoksilen ile hiicrelerin niikleuslar1 boyandi ve invert mikroskopta (Zeiss, Axiovert

40 CLF) gozlemlendi.
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3.6. Calismada Kullanilan Hiicre Hatlar1

Bu calismada kullanilan gastrik kanser hiicre hatlar1 olan MKN-45 ve 23132/87
Almanya hiicre kiiltiirii koleksiyonundan (DSMZ), Katolll, AGS, HGC-27 ve CLS-145
Avrupa hiicre kiiltiirii koleksiyonundan (CLS) temin edilmistir.

3.6.1. Hiicre Hatlarimin Kiiltiirii

MKN-45 ve 23132/87 hiicre hatlarinin % 10 FBS iceren RPMI 1640 biiyliime
ortaminda; AGS, Kato III ve HGC-27 hiicre hatlarmin % 10 FBS iceren DMEM
bliyime ortaminda; CLS-145 hiicre hattinin ise F:12 biiylime ortaminda % 5 CO,
karbondioksit igeren inkiibatérde 37 °C’de kiiltiirii yapilmigtir.

3.6.2. Hiicre Hatlarimin Coziilmesi

Sivi nitrojen tankinda 6zel karyovialler iginde bulunan (-190 °C) hiicre hatlar1 hizli bir
sekilde buz igerisinde konulduktan sonra hizlica 37 °C’de su banyosunda ¢oziildii.
Coziilmiis olan hiicreler steril bir sekilde 2 ml biliylime ortami igerisine transfer edildi.
Daha sonra hiicreler 4 °C, 1400 rpm de 5 dakika satrifiij edildi ve hiicrelere zarar
vermeden silipernatant kismi dikkatlice atildi. Hiicre pelletleri 7 ml taze biiylime
ortaminda ¢6ziilerek 100 mm steril petri kaplarina transfer edildi ve 37 °C de % 5 CO,
karbondioksit igeren karbondioksit inkiibatériinde biiyiimeye birakildi. Daha sonra
hiicreler bulunduklar1 petri kabin1 % 70-80 oraninda biiyliyerek kapladiktan sonra yeni

biiylime ortamlarina pasajlandi.

3.6.3. Hiicre Hatlarinin Pasajlanmasi

Hiicre hatlar1 bulunduklar1 petri kabin1 % 70-80 oraninda biiyiiyerek kapladiktan sonra
kiiltiir biiylime ortami vakumla gekilerek uzaklastirildi. Hiicreler 37 °C de 1sitilmis PBS
ile iki kez yikand1 ve hiicreleri tutunduklar1 yerden kaldirmak i¢in 1 ml tripsin/EDTA ile
37 °C de 5 dakika muamele edildi. Tripsini inaktive etmek igin 5 ml FBS igeren biiyiime
ortami hiicrelerin iizerine eklendi. Sonra hiicrelerin biliylime karakteristiklerine ve

calisma amacina bagl olarak hiicreler hemositometrede sayilarak uygun miktarlar yeni
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biiylime ortamlarina transfer edildi ve 37 °C de karbondioksit inkiibatoriine konularak

kiiltiirleri yapildu.

3.6.4. Hiicre Hatlarimin Dondurulmasi

Hiicre hatlar1 bulunduklart petri kabin1 % 70-80 oraninda kapladiktan sonra kiiltiir
biiyiime ortami vakumla gekilerek uzaklastirildi. Hiicreler 37 °C de 1sitilmis PBS ile iki
kez yikandi ve hiicreleri tutunduklari yerden kaldirmak igin 1 ml tripsin/EDTA ile 37 °C
de 5 dakika bekletildi. Tripsini inaktive etmek i¢in 5 ml FBS iceren biiylime ortami
hiicrelerin iizerine eklendi. Hiicreler hemositometrede sayildiktan sonra 4 °C, 1400
rpm’de 5 dakika satrifiij edildi ve silipernatant kismi hassas bigimde dikkatlice alindi.
Hiicre pelletleri 1 ml dondurma ortaminda (% 20 FBS, % 10 DMSO, % 70 biiylime
ortami) 4x10° hiicre olacak sekilde ¢oziilerek karyovial tiiplere transfer edildi. Bu tiipler

bir gece -80 °C” de bekletildikten sonra ertesi giin s1vi nitrojen tankina yerlestirildi.

3.7. Hiicre Hatlarinda Gen ifadesi

Calismada kullanilan MKN-45, 23132/87, AGS, Kato III, HGC-27 ve CLS-145 hiicre
hatlarinda B-katenin ve MMP genlerinin ifadesine yari-nicel (semi-kantitatif) RT-PCR
ile bakildi. Bunun i¢in 6ncelikle hiicrelerden RNA izolasyonu ve sonrasinda cDNA

sentezi gerceklestirildi.

3.7.1. Hiicre Hatlarindan RNA izolasyonu

Calismada kullanilan MKN-45, 23132/87, AGS, Kato III HGC-27 ve CLS-145 hiicre
hatlarindan “NucleoSpin RNA 1I Kit”1 kullanilarak RNA izolasyonu gerceklestirildi.
Bunun igin yaklastk 5x10° hiicre kitle beraber saglanan 350 pl liziz tamponunda
homojenize edildi ve kit protokolii takip edilerek RNA izolasyonu tamamlandi. RNA
konsantrasyonu spektrofotometrik olarak 260 nm’de belirlendi ve 6rnekler uzun siireli

kullanim i¢in -80 °C’de saklanda.
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3.7.2. Hiicre Hatlarindan cDNA Sentezi

Hiicre hatlarindan izole edilen RNA 6rneklerinden cDNA sentezi yapildi. cDNA sentezi
icin “RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit”i (Fermentas) kullanildi. izole edilen
RNA orneklerinden 1 pg alimarak bundan ¢cDNA sentezi i¢in oligo(dT) 18 primer
kullanild1 ve daha sonra kit protokolii takip edilerek cDNA sentezi tamamlandi. Bu
cDNA ornekleri yine uzun siireli kullanim igin -80 °C’de sakland.

Dokular i¢in uygulanan PCR reaksiyonu ayni sekilde hiicreler i¢in de uygulandi.
Boliim 3.3.3, boliim 3.3.4 ve boliim 3.3.5°de ifade edilen islemler hiicrelerdeki gen
ifadeleri i¢in de yapildi.

3.8. Hiicre Hatlarimin Helicobacter pylori ile Enfeksiyonu

3.8.1. Doku Orneklerinden Helicobacter pylori Izolasyonu

Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesinde mide rahatsizliklar1 olan hastalardan endoskopi
yontemi ile biyopsi alinip, biyopsi i¢indeki bakterilerin Kolombiya agar i¢eren kanl

agar plaklarda kiiltiirii yapildi.

3.8.2. Helicobacter pylori’nin Cogaltilmasi

Mide biyopsilerini almak i¢in steril ependorf tiip igerisine steril 100 pul PBS konuldu.
Mide biyopsileri steril PBS icinde hizli bir sekilde laboratuara tagindi. Tagima siiresinin
kisa olmasi bakterilerin canli kalmasi agisindan 6nem arz etmektedir. Bakteriler {izerine
100 pl steril PBS ilave edildi ve homojenizator yardimi ile homojenize edildi.
Homojenize edilen soliisyondan 100 ul alindi ve kanli agar plate {izerine damlatilip cam
baget yardimu ile ekim yapildi. Daha sonra 6rnekler CO, inkiibatoriine kaldirildi ve bir

hafta biiylimesi i¢in bekletildi.
3.8.3. Helicobacter pylori Suslarimin cagA ve vagA Tiplendirmesi
Kiltiirii yapilan H. pylori suglarimin cagA ve vagA tiplendirmesi Cizelge 3.3’de bu

genler icin tasarlanan primer ile PCR yapilarak belirlendi. Elde edilen sonuglara gore,

hiicre hatlar1 H. pylori cagd’ ve cagA™ suslar ile enfekte edildi. H. pylori suslarmin
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cagA ve vacA tanisinda kullanilan multipleks PCR i¢in 25 pl’lik mastir miks Cizelge

3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.3. CagA ve VacA genleri icin dizayn edilen primerler

Amplikon
Genotip Primer Dizi Boyu (bp)
VAI-F 5'-ATGGAAATACAACAAACACAC-3'
vacA s1s2 259/286
VAI-R 5'-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3'
VAG-F 5'-CAATCTGTCCAATCAAGCGAG-3'
vacA mlm2 567/642

VAG-R 5'-GCGTCAAAATAATTCCAAGG-3'

y cag5c-F 5-GTTGATAACGCTGTCGCTTC-3' 350
ca
& cag3c-R 5-GGGTTGTATGATATTTTCCATAA-3'

Cizelge 3.4. H. pylori suslarmin cagA ve vacA tanisinda kullanilan multipleks PCR i¢in 25
ul’lik master mix

Reaktifler Baslangi¢ Son Son hacim (ul)
Konsantrasyonu Konsantrasyon

Taq tamponu 10X X 2.5
dNTP 2mM 0.2uM 2.5
MgCl, 25mM 2mM 2
Primerler (x6) 25pmol/ul 25pmol I1x6=06
ddH,O - - 6.8
Taq DNA polimeraz 5U/ul 1U 0.2
Template DNA - - 5
Toplam hacim 25

3.8.4. Enfeksiyon islemi

MKN-45 ve 23132/87 hiicre hatlar1 H. pylori cagd” ve cagA suslan ile enfekte edilerek
oksidatif strese maruz birakildi. Aynmi1 sekilde enfeksiyon islemi i¢in 6 kuyucuklu
pleytlerin her bir kuyucuguna 1x10° hiicre gelecek sekilde ekim yapildi ve gece
boyunca (15-18 saat) bekletildi. Ertesi giin besi yeri tazelendi ve iizerine her bir hiicreye

100 bakteri gelecek sekilde enfeksiyon islemi gerceklestirildi. Bakteriler hiicre
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kiltliriine ilave edildikten sonra ornekler sirasi ile 24 ve 48 saat enfeksiyona maruz

birakaldi.

3.9. Hiicre Hatlarinin H,O, ile Muamele Edilmesi

MKN-45, 23132/87, AGS, Kato III, HGC-27 ve CLS-145 hiicre hatlar1 2x10* hiicre/ml
olacak sekilde % 10 FBS iceren RPMI-1650 biiylime ortaminda bir gece kiiltiire edildi.
Onalt1 saat sonra hiicreler tutunduktan sonra biiyiime ortami atildi ve 2 kez 37 °C’de
isitilmis PBS ile yikandi. Daha sonra 50, 100, 200, 500, 1000 uM H,0; igeren biiyiime
ortami hiicrelerin iizerine ilave edildi. Bu konsantrasyonlardaki H,O,’nin hiicreler
tizerinde gostermis oldugu toksisite belirlendi. Ayrica, bu konsantrasyonlarda canl
hiicre i¢i oksidatif stres seviyesi ve apoptoza girmis hiicreler belirlenerek %’lik

degerleri hesaplandi.

3.9.1. Hiicre Hatlarinda H,O>’in Yol Actig1 Morfolojik Degisiklikler

MKN-45, 23132/87, AGS, Kato III, HGC-27 ve CLS-145 hiicre hatlarinda 200uM
H,0;’in 24 saat sonra yol actig1 morfolojik degisiklikler invert mikroskopta (Zeiss,
Axiovert 40 CLF) gozlemlendi ve fotograflar ¢ekildi.

3.9.2. Hiicre Hatlarinda H,0O, Toksisitesinin Belirlenmesi

H,O,’nin toksisitesi MKN-45 ve 23132/87, AGS, Kato III, HGC-27, CLS-145 hiicre
hatlarnda MTT  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide)
toksisite testi ile yapildi. Bunun igin 96 kuyucuklu mikroplaytte her bir kuyucuga 3x10°
hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Bir sonraki giin biiyiime ortami yenilenip belirtilen
konsantrasyonlarda (50uM, 100uM, 200uM, 500uM ve 1000uM) H,O, eklendikten
sonra Ornekler 6, 12, 24 ve 48 saat siire ile 37 °C, % 5 CO,’de inkiibasyona birakildi. Bu
inkiibasyon siireleri sonunda 100 pul MTT (5 mg/ml) eklendi ve 4 saat 37 °C’de
bekletildikten sonra reaksiyon 100 pl % 10 SDS igeren DMF soliisyonu ile durduruldu.

Daha sonra 6rneklerdeki renk artis1 570 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

38



3.9.3. Hiicre Hatlarinda OKksidatif Stresin Belirlenmesi

MKN-45, 23132/87, AGS, Kato III, HGC-27, CLS-145 hiicre hatlarinda hiicre igi
oksidatif stresin varligit DCFH (2’-7’-dikolorodihidroflorosein) kullanilarak gosterildi.
Alti kuyucuklu playtlerin her kuyucuguna 1x10° hiicre diisecek sekilde ekim yapildu.
Ertesi glin (yaklasik 16 saat sonra) biiylime ortami tazelenip belirtilmis olan
konsantrasyonlardaki (50- 1000 uM) H,O, playtlere ilave edildi. Daha sonra bu 6rnekler
6, 12, 24 ve 48 saat inkiibasyondan sonra hiicre i¢i oksidatif stres tayini i¢in bilyiime
ortamlar1 ¢ekilip atildiktan sonra, hiicreler 37 °C’de 1sitilmig PBS (pH 7.4) ile 3 kez
yikandi ve DCFH-DA reaksiyon karigimi ile 15 dakika 37 °C de bekletildi. Sonra, tekrar
PBS ile 3 kez yikandi ve floresan mikroskop altinda incelenip fotograflar: ¢ekildi.

3.9.4. Hiicre Hatlarinda Apoptozun Belirlenmesi

MKN-45, 23132/87, AGS, Kato III, HGC-27, CLS-145 hiicre hatlarinda oksidatif stres
sonucu olusan apoptosis tayini i¢in ii¢ ayri ¢calisma yapildi. Hiicre ¢ekirdegini boyayan,
florosan bir boya olan Hoechst 33258 kullanilarak apoptotik hiicreler belirlenmeye
calisildi. Bu yontemin disinda daha yukaridaki amag i¢in daha spesifik olan TUNEL

deneyi ve hiicelerin kaspaz-3 enzim aktivitesine bakildi.

3.9.4.1. Hoechst Cekirdek Boymasi

H,0,’e maruz birakilan MKN-45, 23132/87, AGS, Kato III, HGC-27, CLS-145 hiicre
hatlarinda apoptotik hiicre 6liimiinii tespit i¢in Floresan bir boya olan Hoechst 33258
(sigma) kullanildi. Alti kuyucuklu playtlerin her kuyucuguna 1x10° hiicre olacak sekilde
ekim yapildi. Ertesi giin (yaklasik 18 saat sonra) biiyliime ortami tazelenip belli
konsantrasyonlarda (50- 1000 uM) H,O, ilave edildi ve 6, 12, 24 ve 48 saat sonra
apoptotik hiicrelerin tayini i¢in biliylime ortamlar1 alindiktan sonra 6rnekler PBS (pH
7.4) ile 3 kez yikandi. Sonra hiicreler soguk metanolde 5 dakika tutularak fiske edildi ve
PBS (pH 7.4) ile tekrar yikanip Hoechst 33258 ile 10 dakika karanlikta tutuldu. Daha
sonra Ornekler ddH,0, ile 10 dakika muamele edilip floresan mikroskop altinda bu

hiicrelerin fotograflar ¢ekildi.
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3.9.4.2. TUNEL

MKN-45, 23132/87, AGS, Kato III, HGC-27, CLS-145 hiicre hatlarinda TUNEL
apoptosis deneyi i¢in in situ “hiicre 6lim tayin kiti” (Roche) kullanilarak hiicrelerin
apoptoza girip girmedikleri incelendi. Bunun igin, alti kuyucuklu playtlerin her
kuyucuguna yaklasik 1x10° hiicre ekildi. Ertesi giin (yaklastk 18 saat sonra) biiyiime
ortamu tazelenip % 0.01 FBS varliginda uygun konsantrasyonlarda H,O, (50pM- 1000
uM) playtlere ilave edildi. Oniki ve 24 saat sonra once, hiicrelerin {izerindeki eski
besiyeri ¢ekilip 3 kez soguk PBS ile yikand1 ve sonrasinda % 4 liik paraformaldehit ile
oda sicakhiginda 15 dakika bekletilerek fiske edildi. Daha sonra hiicreler
permeabilizasyon sollisyonunda ( % 1 Triton-X, % 10 sodyum sitrat) 5 dakika
bekletilerek gecirgen hale getirildi ve kitle saglanan iki soliisyon firetici firmanin
kullanim kilavuzuna goére uygun miktarlarda hiicrelerin lizerine damlatild1 ve 6rnekler
37 °C’de 1 saat bekletildi. Daha sonra floresan invert mikroskopta apoptoza girmis

hiicreler incelendi ve bu hiicrelerin %’lik degerleri belirlendi.

3.9.4.3. Kaspaz-3 Aktivitesi

MKN-45, 23132/87 hiicre hatlar1 farkli konsantrasyonlarda (50uM- 200uM) H,O;‘e
24 saat boyunca maruz birakildi. Sonrasinda hiicrelerin apoptoza girip girmedikleri
kaspaz-3 enzim aktivitesine bakilarak incelendi. Bunun igin playtlere yaklasik 1x10°
hiicre ekildi. Ertesi giin (yaklagik 18 saat sonra) biliylime ortami tazelenip uygun
konsantrasyonlarda H,O, (50uM- 200uM) playtlere ilave edildi ve 24 saat sonra
kaspaz-3 tayin kiti (Sigma) kullanilarak hiicrelerin apoptoza girip girmedikleri ve hangi
diizeyde apoptoza girdikleri belirlendi. Hiicreler 24 saat sonra kitle beraber gelen
protokole gore eritildikten (lizis) sonra Bradford yontemine gore total protein tayini
yapild1 [148] ve kolorometrik olarak kaspaz-3 enzim aktivitesi spesifik aktivite

cinsinden hesaplandi.

3.10. Q-RT PCR

H. pylori ile enfekte edilen ve H,O; ile strese maruz birakilan MKN-45 ve 23132/87
hiicre hatlarindaki gen ifadesi degisiklikleri olduk¢a duyarli bir teknik olan kantitatif
gercek zamanli (real time) PCR (Q-RT PCR) ile incelendi.
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3.10.1. Q-RT PCR’n Gen Ifadesi icin Optimizasyonu

Calismada eksternal kontrol olarak kullanilan GAPDH geni i¢in cDNA’larin bir seri
sulandirimlart (1:1, 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000) ile Q-RT PCR optimizasyonu yapildi.
Optimizasyon sonrasi 1:100 sulandirilan cDNA 6rnekleri kullanildi. Floresan prob
olarak SYBR green siipermix (Bio-Rad) kullanildi. Baslangi¢ denaturasyonu 95 °C, 10
dakika; baglanma sicakligi Cizelge 3.1°de verilmistir; uzatma (extension) 72 °C, 25
saniye ve dongii sayisi 40 olarak yapildi. Her PCR 6rnegi {i¢ tekrarli yapildi. Calismada

yapilan 25 pl’lik master mix’in igerigi Cizelge 3.5 verilmistir.

Cizelge 3.5. Ger¢ek zamanli PCR i¢in hazirlanilan 25 pl’lik master mix

Reaktifler Baslangig Son Konsantrasyon ~ Son hacim (ul)
Konsantrasyonu

10X Syber Green mix 10X 1X 12.5
Ileri Primer 10 pmol/ul 10 pmol 1
Geri primer 10 pmol/pl 10 pmol 1
Template DNA - - 2
ddH,O - - 8.5
Toplam hacim 25

3.10.2. Q-RT PCR ile Gen ifade Analizi

Q-RT PCR ile gen ifade analizinde ACt ydntemi kullanildi [149]. Ornek ile kontrol
arasinda analizi yapilan genin ifadesindeki degisikligin ka¢ kat oldugunu gosteren bu

yontemde,

ACt
E:—:edef Gzn

ACt
Kontrel Gen

formulii kullanilarak hedef genin ifade orani bulundu. Burada;
ACt = Ct kontrol - Ct 6rnek
E= PCR verimliligi (efficiency)

R= ifade oram
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Gercek zamanli PCR cihazinda (Corbett, RG-6000) ger¢eklestirilen reaksiyonlar sonucu
elde edilen E ve ACt degerleri ile yukaridaki denklem kullanilarak ifade oranlar

hesaplandi.

3.11. Hiicre Hatlarinda Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE) ile Stresin Ortadan

Kaldirilmasi

MKN-45 ve 23132/87 hiicre hatlarinda 200uM H,0, ile olusturulan stres kafeik
asid fenetil ester (CAPE) ile ortadan kaldirildi. Her iki hiicre hatt1 % 10 FBS iceren
RPMI biiylime ortaminda % 70 oraninda petri kabini1 kapatacak sekilde biiytitiildiikten
sonra 200uM H,O; ilave etmeden 3 saat dnce 3 pg/ml CAPE (Sigma) biiylime ortamina
eklendi ve daha sonra 200uM H,0, ortama eklendi. Kontrol olarak H,O; icermeyen ve
sadece 200uM H,0; iceren kontrol setleri yapildi. Pleytler 24 saat karbondioksit
inkiibatoriinde inkiibe edildikten sonra canli hiicre i¢i oksidatif stresin varligi, boliim
3.9.3’de ifade edildigi sekilde DCFH (2’-7’-dikolorodihidroflorosein) kullanilarak
gosterildi. Ayrica CAPE ile stresin ortadan kaldirildigi bu iki hiicre hattindan RNA
izolasyonu (boliim 3.7.1) ve ¢cDNA sentezi (bdliim 3.7.2) yapilip Q-RT PCR ( bolim
3.10) ile p-katenin ve MMP genlerinin ifadesine bakildi.

3.12. Hiicre Hatlarinda B-katenin Lokalizasyonun Belirlenmsi

MKN-45 ve 23132/87 hiicre hatlar1 50uM - 200 pM H,O,’ye 24 saat maruz
birakildiktan sonra B-katenin’in hiicre igerisindeki lokalizasyonu immiinohistokimyasal
yontemle belirlendi. Bunun igin 6 kuyucuklu pleytlerin her bir kuyucuguna 1x10° hiicre
gelecek sekilde ekim yapildi ve gece boyunca (yaklasik 16 saat) bekletildi. Ertesi giin
besi yeri tazelendi ve lizerine S0uM - 200 uM H,O, eklenip 24 saat inkiibe edildi. Daha
sonra hiicreler % 4 paraformaldehid ile oda sicakliginda 15 dakika bekletilerek fiske
edildi. Fiksasyon isleminden sonra DakoCytomation LSAB2 System-HRP Kkiti
kullanilarak B-katenin’in hiicre icerisindeki lokalizasyonu belirlendi. Primer antikor
olarak Mouse Monoklonal (6F9) p-katenin antikoru (abcam) kullanildi. Antikor
protokole gore 1:1000 oraninda % 1 BSA iceren PBS igerisinde sulandirilarak
kullanildi. Sekonder antikor olarak Kitte yer alan primer antikoru tantyan biotin isaretli

sekonder bir antikor kullanildi. Sinyali goriiniir (renkli) hale getirmek i¢in streptavidin
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horseradish peroksidaz (HRP) kullanildi. HRP substrati olarak da 3-3’- diamino
benzidin tetrahidrokloriir (DAP) kullanildi. Son olarak haematoksilen ile hiicrelerin

niikleuslar1 boyandi1 ve mikroskopta (Zeiss, Axiovert 40 CLF) gozlemlendi.

3.13. Hiicre Hatlarinda 8-OHdG’in Belirlenmesi

MKN-45 ve 23132/87 hiicre hatlar1 50uM - 200 pM H,O,’ye 24 saat maruz
birakildiktan sonra 8-OHdG’in hiicre igerisindeki lokalizasyonu immiinohistokimyasal
yontemle belirlendi. Bunun i¢in 6 kuyucuklu pleytlerin her bir kuyucuguna 1x10° hiicre
gelecek sekilde ekim yapildi ve gece boyunca (yaklasik 16 saat) bekletildi. Ertesi giin
besi yeri tazelendi ve lizerine S0uM - 200 uM H,O, eklenip 24 saat inkiibe edildi. Daha
sonra hiicreler % 4 paraformaldehid ile oda sicakliginda 15 dakika bekletilerek fiske
edildi. Fiksasyon isleminden sonra DakoCytomation LSAB2 System-HRP Kkiti
kullanilarak B-katenin’in hiicre icerisindeki lokalizasyonu belirlendi. Primer antikor
olarak Mouse Monoklonal 8-OHdG antikoru (cosmobio) kullanildi. Antikor protokole
gore 1:20 oraninda % 1 BSA iceren PBS igerisinde sulandirilarak kullanildi. Sekonder
antikor olarak Kit’te yer alan primer antikoru tantyan biotin ile isaretli sekonder antikor
kullanildi. Sinyali goriintir (renkli) hale getirmek ig¢in streptavidin horseradish
peroksidaz (HRP) kullanildi. HRP substratt olarak da 3-3’- diamino benzidin
tetrahidrokloriir (DAP) kullanildi. Son olarak haematoksilen ile hiicrelerin niikleuslar

boyand1 ve mikroskopta (Zeiss, Axiovert 40 CLF) gézlemlendi.

3.14. Hiicre Hatlarinda invazyonun Belirlenmesi

H,0; ile strese maruz birakilan MKN-45, 23132/87 ve AGS hiicre hatlarinda meydana
gelen invazyon “Transwell chamber” sistemi kullanilarak belirlendi [115]. Transwell
chamberlarin membrani 75 pl, matrijel (2 mg/ml, Sigma) ile kaplandi ve 37°C’de 2 saat
inkiibe edildi. RPMI (%10 FBS) biiyliime ortaminda biiyiitilen MKN-45 ve 3132/87
hiicre hatlar tripsin ile toplandiktan sonra, FBS i¢ermeyen RPMI’ da 1x10°ml hiicre
olacak sekilde hiicre siispansiyonu hazirlandi. Matrijel ile kapli transwell chamber
sisteminin iist kismina (chamber) her hiicre hatti i¢cin 200 uM H,O; igeren 200 pl hiicre
siispansiyonu eklendi, alt kismina (chamber) ise 600 pl % 10 FBS igeren RPMI biiyiime
ortami eklendi. Aymi sekilde kontrol olarak, st kisma sadece 200 pl hiicre

siispansiyonu alt kisma ise 600 pl % 10 FBS igeren RPMI biiylime ortami eklenerek her
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hiire hatt1 i¢cin bir kontrol sistemi hazirlandi. Transwell chamber sistemleri 48 saat
karbondioksit inkiibatoriinde (37°C, % 5 CO,) inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
chamberin {ist kisminda invazyon olmayan hiicreler ve matrijel bir pamuk kiirdan
yardimi ile uzaklastirildi. Membranin alt kisminda invazyon yapan hiicreler PBS ile
yikanip % 4’liik paraformaldehid ile fikse edildi ve daha sonra giemsa ile 15 dakika
boyandi. Mikroskop altinda invazyon yapan hiicrelerin sayisin1 bulmak i¢in membran

tizerinde 5 farkli alan (200x) sayildi ve invazyon orani hesaplandi.

3.15. siRNA ile MMP-3 Geninin Susturulmasi

MMP-3in ifade oldugu AGS hiicre hattinda MMP-3 geni siRNA susturum
teknolojisiyle susturuldu. MMP-3 mRNA’sina spesifik olan siRNA hiicre igerisine
transfeksiyon yontemiyle sokuldu. Transfeksiyon reaktifi olarak lipofectamin 2000
(invitrogen) kullanildi. MMP-3’e spesifik siRNA (hedefe varan MMP-3 pool,
Dharmacon), kontrol i¢in MMP-3 ‘e spesifik olmayan siRNA ( non targeting siRNA
pool, Dharmacon) ve transfeksiyon indikatorii siGLO (Dharmacon) kullanildi.
Transfeksiyondan bir giin 6nce 1x10° AGS hiicresi 35 mm ‘lik petri kabina ekildi. Bir
gece boyunca 37 °C’de % 5’lik CO; inkiibatoriinde bliylimeye birakildi. Hiicreler ertesi
giin % 80-90 oraninda petri kabin1 kapatacak kadar biiylince, siRNA’n1 transfeksiyon
islemi gerceklestirildi.

3.15.1. Hiicre Hatlarina MMP-3 siRNA’nin Transfeksiyonu

Transfeksiyona hazir hale gelen 3 ayri petrideki AGS hiicrelerinin her birine ayri
transfeksiyonlar yapildi. Birinci petriye kontrol amagli yaptigimiz MMP-3‘e spesifik
olmayan siRNA, ikinci petriye MMP-3’¢e spesifik siRNA ve ii¢lincii petriye ise yapilan
transfeksiyonun ne kadar basarili oldugunu anlamak i¢in transfeksiyon indikatérii olan
siGLO transfeksiyonu yapildi. Transfeksiyon isleminden 24 saat sonra gen ifade analizi
yapildi. Oncelikle transfeksiyonu yapilacak olan siRNA, sipesifik olmayan siRNA ve
siGLO’nun -80 °C’de bulunan 20 uM stoklar1 DNase/RNase icermeyen ddH,O ile 2
uM’a seyreltildi. Daha sonra her bir transfeksiyon ig¢in iki ayri steril tlip igerisinde
transfeksiyon reaktifi hazirlandi. Birinci tiipe 200 pl 2 pM siRNA ve 200 ul DMEM
(serum ve antibiyotik icermeyen) karistirilip 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. ikinci
tiipe ise 10 pl lipofektamin 2000 ve 390 ul DMEM (serum ve antibiyotik icermeyen)
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kanistirllip 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Birinci ve ikinci tiip pipetlenerek
biribirine karistirlldt ve 20 dakika oda sicaklifinda bekletildi. Hazir hale gelen
transfeksiyon reaktifi falkon tiip igerisinde bulunan 3.2 ml DMEM (antibiyotik ve
serum igermeyen) icerisine eklenip karistirildiktan sonra hiicreler iizerine eklendi.

Hiicreler 24 saat boyunca 37 °C’de % 5’lik CO, inkiibatoriinde inkiibe edildi.
3.15.2. Transfeksiyon Verim Analizi

Transfeksiyon islemi gerceklestirildikten 24 saat sonra transfeksiyonun ne kadar basarili
oldugunu anlamak i¢in siGLO transfeksiyonu yapilan petri floresan invert mikroskopta
(Zeiss, Axiovert 40 CLF) incelendi. Transfeksiyonun gerceklestigi yesil renkli

hiicrelerin toplam hiicre sayisina orani ile transfeksiyon verimi belirlendi.
3.15.3. MMP-3 Geninin Susturum Analizi

MMP-3 geninin susturum oranina ve diger MMP genlerinin ifadesi iizerindeki etkisine
transkrpsiyon seviyesinde bakildi. Bunun igin transfeksiyonun yapildigi hiicrelerden
RNA izolasyonu (boliim 3.4) sonrasinda cDNA sentezi (b6liim 3.5) ve Q-RT PCR
(bolim 3.10) yapildi. MMP-3’iin susturma orani ornekle ile kontrol arasindaki ifade

oranin kiyaslanmasiyla (bdliim 3.10.2) hesaplandi.
3.16. Istatistiksel Yontem

Istatistiksel degerlendirmeler SPSS® Version 10.0° paket programi kullamlarak yapilda.
Doku orneklerinde parametreler (B-katenin ve MMP genlerinin ifadeleri arasindaki
iliski, normal ve tiimorlii dokular arasindaki iligki) arasindaki bagintt Kendall’s tau testi
ile yapildi. Dokularin patolojik 6zellikleri ( H. pylori, timor derecesi) ile gen ifadeleri
arasindaki iligki Ficher kesin olasilik testi ile yapildi. P < 0.05 ve P < 0.01 seviyesinde
degerlendirme yapildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Doku Orneklerinde p-katenin ve MMP Genlerinin Ifadesi

Toplam 76 tiimorlii doku ve 76 normal doku 6rneginde fS-katenin ve MMP genlerinin
ifadesine bakildi. MMP-1 ifadesi normal dokularin % 20, tiimorlii dokularin % 40;
MMP-2 normal dokularn % 18, tiimorli dokularin % 31; MMP-3 ifadesi normal
dokularin % 15, timoérlii dokularin % 31’inde gorildi. MMP-7 ifadesi tiimorlii
dokularin % 39’da goriiliirken normal dokularda sadece % 1.5 oraninda goriildi. MMP-
17, MMP-19, MMP-26 ve MMP-27 ifadesi ise ne normal dokularin ne de timorlia
dokularin hi¢ birinde goriilmedi. Dokularda en az ifade edilen genler MMP-8 ve MMP-
10 olarak saptandi. MMP-8 nin, normal dokularda % 6, tiimorlii dokularda % 11
oraninda ifade edildigi goriilirken, MMP-10’in normal dokularda % 8, timorli
dokularda % 18 oraninda ifade edildigi belirlenmistir. Normal ile tiimorli doku
arasindaki ifade farki en az olan genlerin MMP-9, MMP-12, MMP-23 ve MMP-28
oldugu goézlenmistir. MMP-9 normal dokularda % 26, tiiméorlii dokularda % 35; MMP-
12 ve MMP-23 normal dokularda % 16, tiimorlii dokularda % 24; MMP-28 ise normal
dokularda % 15, tlimorlii dokularda % 21 oraninda bir ifadeye sahiptir. Membran bagl
MMP’lerden MMP-14 normal dokularda % 22, tiimorli dokularda % 44; MMP-15
normal dokularda % 22, timorlii dokularda % 34 oraninda goriildii. f-katenin ise
normal dokularda % 35, tiimorlii dokularda ise % 52 oraninda belirlendi (Sekil 4.1,
Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

Genel olarak c¢aligilan biitin MMP genlerinin ve f-katenin geninin normal
dokulara kiyasla tiimorlii dokularda daha cok ifade olduklari goriildi. Timorli
dokularda ifade olan bazi MMP’ler arasinda korelasyon oldugu goriildi. MMP-1 ile
MMP-2 arasinda pozitif bir korelasyon (r = 0.316 p<0.01); MMP-1 ile MMP-3 arasinda
(r=0.316 p < 0.01); MMP-1 ile MMP-12 arasinda ( r= 0.237 p < 0.05); MMP-1 ile
MMP-15 arasinda ( r = 0.248 p < 0.05) yine pozitif yonde korelasyonlar goriildii. MMP-
2 ile MMP- 3 arasinda (r = 0.321 p < 0.01); MMP-2 ile MMP-12 arasinda ( r= 0.274 p
<0.05); MMP-3 ile MMP-12 arasinda ( = 0.274 p <0.05 ) ve MMP-7 ile MMP- 10 ( r=
0.233 p< 0.05 ) arasinda pozitif yonde korelasyonlar goriildii. Ayrica MMP-9 ile MMP-
14 ( 1=0.253 p<0.05 ); MMP-9 ile MMP-28(r= 0.256 p< 0.05); MMP-12 ile MMP-14
(r=0.313 p< 0.01); MMP-14 ile MMP-15 ( r=0.231 p< 0.05 ); ve MMP-15 ile MMP-
23 (1r=10.243 p<0.05 ) arasinda pozitif yonde bir korelasyon oldugu goriildii.
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M IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T 6N 6T -K

500 bp
400 bp

300 bp
200 bp

MMP-1

M 1IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T 6N 6T K

400 bp
300 bp MMP-2

200 bp
100 bp

M IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T 6N 6T -K
400 bp

300 bp MMP-3

200 bp

M IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T 6N 6T -K

500 bp MMP-7
400 bp

300 bp

M 1IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T 6N 6T -K

500 bp

300 bp
200 bp

MMP-8

M 1IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T 6N 6T -K

200 bp

100 bp GAPDH

Sekil 4.1. Mide kanserli hastalardan alinan normal mide dokusu ve tiimorlii mide dokusunda
MMP-1, 2, 3, 7 ve 8 genlerinin transkripsiyon seviyesinde ifadesinin yar1 nicel RT-PCR ile
analizi. N: Normal doku, T: timdrlii doku.
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M 1IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T 6N 6T -K

500 bp

300 bp
200 bp

200 bp

MMP-9

M IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 56N 5T 6N 6T -K

500 bp

300 bp
200 bp

MMP-10

M 1IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T 6N 6T -K

500 bp

300 bp
200 bp

MMP-11

100 bp

M 1IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T SN 5T 6N 6T -K

500 bp

300 bp
200 bp

MMP-12

100 bp

M 1IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T ©6N 6T -K

400 bp
300 bp

200 bp

MMP-14

100 bp

M 1IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T 6N 6T -K

200 bp

100 bp GAPDH

Sekil 4.2. Mide kanserli hastalardan alinan normal mide dokusu ve tiimorlii mide dokusunda
MMP-9, 10, 11, 12 ve 14 genlerinin transkripsiyon seviyesinde ifadesinin yari nicel RT-PCR ile
analizi. N: Normal doku, T: timorli doku.
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M 1IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T 6N 6T -K

500 bp
300 bp
200 bp

100 bp

MMP-15

M 1IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 56N 5T O6N 6T -K

300 bp

MMP-23
200 bp

M IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T 6N 6T -K

400 bp
300 bp
200 bp

MMP-28

100 bp

M IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T 5N 5T 6N 6T -K

400 bp
300 bp
200 bp

B-Katenin

M IN 1T 2N 2T 3N 3T 4N 4T SN 5T 6N 6T -K

200 bp

100 bp GAPDH

Sekil 4.3. Mide kanserli hastalardan alinan normal mide dokusu ve tiimorlii mide dokusunda
MMP-15, 23, 28 ve B-katenin genlerinin transkripsiyon seviyesinde ifadesinin yar1 nicel RT-
PCR ile analizi. N: Normal doku, T: timérlii doku.
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60 -

@ Normal

50 1 @ Tumor

40

20

10

MMP-1 MMP-2 MMP-3 MMP-7 MMP-8 MMP-9 MMP-10 MMP-11 MMP-12

b)

@ Normal

@ TUmor

MMP-14 MMP-15 MMP-17 MMP-19 MMP-23 MMP-26 MMP-27 MMP-28  B-Katenin

Sekil 4.4. Mide kanserli 76 hastadan alinan normal mide dokusu ve tiimorlii mide dokusunda
[-katenin ve MMP genlerinin ifade oldugu hasta sayis1 (%’lik dilimde) .
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4.2. Hasta Dokularinin Klinikopatolojik Ozellikleri

Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji Boliimiindeki hastalardan temin edilen doku
orneklerinin ve hastalarin klinikopatolojik ozellikleri Cizelge 4.1°de yer almaktadir.
Erkek hasta sayis1 51, kadin hasta sayis1 25 olan toplam 76 hasta {izerinden ytiriitiilen bu
calismada hastalarin yas ortalamasi 61.8’dir. Kanserin histolojik tipi adenokarsinom
(AK), tas yiiziikk hiicreli karsinom (TYK) ve bu iki sinifin diginda kalanlar (diger)
seklinde ii¢ kisma ayrildi. Hastalarin % 60’1nda adenokarsinom, % 22’sinde tas yliziik
hiicreli karsinom ve % 18’de diger histolojik tipler goriildii. Tiimor derecesi bakimindan
hastalar; I. Derece, II. Derece, III. Derece, Indiferansiye ve digerleri seklinde 5
kategoriye ayrildi. Hastalarin tiimér derecelerinin en ¢ok III. derecede (% 25) ve II.
Derecede ( % 22) olduklart goriildii.

Hastalarin H. pylori ile enfeksiyonlari incelendiginde, % 37’inde H. pylori
goriiliirken, % 51’inde goriilmemistir. Invazyon derinligi bakimindan en derin invazyon
olan T3 seviyesi hastalarin % 49’unda goriiliirken T2, % 38’inde T1 ise % 8‘inde
goriilmektedir. Caligilan dokularin % 61’°inde nekroz gortiliirken, % 34’de goriilmedi.

Timor dokularinda histolojik derece ile MMP-1 ifadesi arasinda pozitif yonli
bir iligki oldugu goriildii ( p<0.05 ). Tiimdriin histolojik derecesi arttikga MMP-1 ifadesi
de artmaktadir. Histolojik derece ile diger gen ifadeleri arasinda anlamli bir iliski
goriilmedi. Ayrica H. pylori faktori ile tiimorli dokulardaki gen ifadeleri
ilisikilendirildiginde, gastrik kanserde H. pylori MMP-2 ifadesini arttirmaktadir (p
<0.05). Yine ayni1 sekilde H. pylori MMP-3 ifadesini de arttirmaktadir (p <0.05).
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Cizelge 4.1. Hasta dokularinin klinikopatolojik 6zellikleri. A.K.: Adenokarsinom; TYK.: Tas
yiiziik hiicreli karsinom.

Parametreler Hasta karakteristigi (n), (%)
Toplam hasta sayisi 76 (100)
Yas (ortalama) 61.8
Cinsiyet
Erkek 51 (67)
Kadin 25 (33)
Histoloji
AK. 45 (60)
TYK. 17 (22)
Diger 14 (18)

Tumor Derecesi

Derece 1 9 (12)
Derece 2 22 (29)
Derece 3 25 (33)
Indiferansiye 8 (11)
Diger 12 (15)
Helicobacter pylori
Pozitif 28 (37)
Negatif 39 (51)
Tanimsiz 9 (12)

Invazyon Derinligi

T1 6 (3)
T2 29 (3%)
T3 37 (49)
Diger 4 (5)
Nekroz

Pozitif 46 (61)
Negatif 26 (34)
Tanimsiz 4 (5
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4.3. Mide Kanserli Doku Orneklerinde p-katenin Lokalizasyonu

Calisilan 76 mide kanserli doku oOrneginde B-katenin % 20 oraninda niikleusta
goriiliirken yaklasik % 85 oraninda sitoplazma ve membranda goriildii. Nikleer
lokalizasyon daha cok tas yiiziik hiicreli adenokarsinomda goriildii. Genelde kuvvetli
derecede sitoplazmik ve membrandz boyanma goriiliirken, niikleer boyanmanin zayif
derecede oldugu goriildii (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6). Bir transkripsiyon faktorii olan
B-katenin’in niikleer lokalizasyonu bazi MMP’lerin ifadesi agisindan Onem
kazanmaktadir. Bu agidan niikleer [B-katenin ile ¢alisgilan MMP’lerin ifadesi arasinda

istatiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi.

Sekil 4.5. Timorli dokularda membranéz ve sitoplazmik B- katenin lokalizasyonu (400x). Sart
oklar membrandz lokalizasyonu; yesil oklar sitoplazmik lokalizasyonu gosterir.
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Sekil 4.6. Tiimorlii dokularda niikler ve sitoplazmik - katenin lokalizasyonu (200x). Kirmizi
oklar niikleer lokalizasyonu; yesil oklar sitoplazmik lokalizasyonu gosterir.

4.4 . Doku Orneklerinde 8-OHdG Lokalizasyonu

Calisilan 76 mide kanserli doku 6rneginin hepsinde 8-OHdG lokalizasyonu goriildii.
Hiicre icerisinde DNA’da mevcut olan oksidatif stresin bir belirteci olan 8-OHdG’in
biitiin dokularda % 100 pozitif ¢ikmasi, ¢alisilan tim doku Orneklerinin tamamen
oksidatif stres altinda oldugunu gostermektedir. Hem tag yiiziik hiicreli karsinomda hem
de adenokarsinomda hiicrelerin yaklasik % 90-100’tinde kuvvetli bir niikleer boyanma

goriildi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Tiimorli dokularda 8-OHdAG lokalizasyonu. Kirmizi oklar 8-OHdG’in niikleer
lokalizasyonunu, Sar1 oklar ise lokalizasyonunun olmadigi niikleuslar1 gostermektedir. A):
Adenokarsinom tip mide kanseri (400x), B): Tas yiiziik hiicreli karsinom (200x).

55



4.5. Hiicre Hatlarmin Kiiltiirii

Calismasinin hiicre kiltlirii kisminda MKN-45, 23132/87, AGS, Kato III, HGC-27,
CLS-145 olmak iizere toplam 6 adet gastrik kanserli hiicre hatlar ile ¢alisildi. MKN-45
ve 23132/87 Almanya hiicre kiiltiirii bankasindan (DSMZ), AGS, Kato I1I, HGC-27 ve
CLS-145 Avrupa hiicre kiiltiiriinden temin edildi. MKN-45 ve 23132/87 % 10 FBS
iceren RPMI-1640 biiylime ortamida; AGS, Kato III, HGC-27 ve CLS-145’in ise % 10
FBS iceren DMEM biiylime ortaminda kiiltiirleri yapildi. Bu hiicrelerin invert 151k

mikroskop goriintiileri Sekil 4.8’de yer almaktadir.
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Sekil 4.8. Hiicre hatlariin invert 151k mikroskop goriintiileri (200x). A: MKN-45, B: 23132/87,
C: AGS, D: Kato III, E: HGC-27, F: CLS-145.
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4.6. Hiicre Hatlarinda f- katenin ve MMP Genlerinin Ifadeleri

MKN-45, 23132/87, AGS, Kato III, HGC-27 ve CLS-145 hiicre hatlarinda - katenin ve
MMP-1, 2, 3, 7,8, 9,10, 11, 12, 14, 15, 17, 19, 23, 26, 27, 28 genlerinin ifadelerine
yari-nicel RT-PCR yontemi ile bakildi. MMP-2, MMP-26 ve MMP-27 genlerinin hi¢ bir
hiicre hattinda ifade olmadigi goriildi. Diger genlerin hiicre hatlarindaki ifadeleri
farklilik gostermektedir. MKN-45 hiicre hattinda, MMP-1, 7, 10, 11, 14, 15, 17, 19, 23
ve 28, genlerinin ifade oldugu belirlendi. 23132/87 hiicre hattinda ise, MMP-11, 15, 19,
23 ve 28 genlerinin ifadesi saptandi. AGS hiicre hattinda, MMP-1, 3, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
15, 17, 23 ve 28 genleri ifade oldugu goriiliirken, bu hiicre hattinda calisilan 17 MMP
geninden 12 tanesinin ifade oldugunun goriilmesi ile diger hiicre hatlarindan daha
saldirgan (agresif) bir hat oldugunu gotermektedir. Kato III hiicre hattinda, MMP-1, 3,
7,8, 11, 23 ve 28 genleri ifade oldugu goriildii. HGC-27 hiicre hattinda, sadece MMP-8
ve MMP-23 genlerini ifade oldugu kaydedildi. CLS-145 hiicre hattin da ise MMP-1, 8,
14, 15, 23 genlerinin ifade oldugu gosterildi. f-katenin ifadesi ise MKN-45, 23132/87,
AGS ve Kato III hiicre hatlarinda goriiliirken, bu durum HGC-27 ve CLS-145 hiicre
hatlarinda goriilmedi. Calisilan Hiicre hatlarindaki f-katenin ve MMP genlerinin ifadesi

Sekil 4.9 ve Cizelge 4.2°de goriilmektedir.
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Cizelge 4.2. Hiicre hatlarinda f-Katenin ve MMP genlerinin ifadeleri

Hiicre / Gen MMP-1 | MMP-2 | MMP-3 | MMP-7 | MMP-8 | MMP-9 | MMP- MMP- MMP- MMP- | MMP-
10 11 12 13 14
MKN45 + B B + B _ + + B _ +
23132/87 _ _ _ _ _ B _ + B _ B
AGS + B + + + + + + + _ B
Kato III + _ + + + _ _ + _ _ _
HGC-27 _ _ _ _ + _ B _ B _ B
CLS-145 + _ _ _ + _ _ _ _ _ +
Hiicre / Gen MMP-15 | MMP-16 | MMP-17 | MMP-19 | MMP-23 | MMP- | MMP- MMP- | p-Catenin | GAPDH
26 27 28
MKN45 + _ + + + B _ + + +
23132/87 + B B + + B B + + +
AGS + _ + _ + B B + + +
Kato III B _ _ _ + _ _ + + +
HGC-27 _ _ _ _ + _ _ _ _ +
CLS-145 + _ _ _ + _ _ + _ +
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Sekil 4.9. Hiicre hatlarinda f-katenin ve MMP genlerinin transkripsiyon seviyesinde ifadesi.
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4.7. Helicobacter pylori Suslarimin cagA ve vagA Tiplendirmesi

Biyopsi orneklerinden elde edilen H. pylori suslarinin multipleks PCR sonucu Sekil
4.10°da goriilmektedir. Elde edilen biyopsi 6rneklerinden cagd” susunda 350 bp “lik
cagA genin ifade olmadig goriilmektedir. Bu verilere gore MKN-45 ve 23132/87 hiicre
hatlar1 cag4 geninin ifade oldugu cagd™ vacA SIMI susu, (cagA”™” vacA” olarakta

bilinen) ile enfekte edilmistir.

cagA cagA*
vacA S2M2 vacA SiM1

H. pylori H. pylori

pra—— N e ——— vagA m2 644 bp
¥ L Oaamemsea VagA m1 560bp

cagA 350 bp
PR /90 A s2 280 bp

——
vagA sl 260 bp

Sekil 4.10. Helicobacter pylori multipleks PCR ile cagA, vacA genotiplendirmesi

4.8. Hiicre Hatlarinda f-katenin ve MMP Genlerinin ifadesi Uzerine H. pylori

Enfeksiyonunun Etkisi

Q RT PCR ile analizi yapilan MKN-45 ve 23132/87 hiicre hatlarinin cagd”™, vacA™ H.
pylori susu ile 24 ve 48 saat enfeksiyonu sonucu MKN-45 hiicre hattinda MMP-7 ve f-
katenin genlerinde ifade artis1 goriiliirken, 23132/87 hiicre hattinda incelenen genlerin
ifadelerinde hicbir degisiklik goriilmedi (Cizelge 4.3). H. pylori cagA™ vacA™ ile 24
saat enfekte edilen MKN-45’de MMP-7 ifadesi, H. pylori enfeksiyonu yapilmayan
kontrole gore 2.1 kat artis gosterirken, 48 saat enfeksiyonda 0.9 kat artig gostermistir
( Sekil 4.11).
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Cizelge 4.3. H pylori ile enfekte edilen hiicre hattlarinda goriilen gen ifadesi degisikligi

Gen/Hiicre =~ MKN-45 (cag™)  23132/87 (cag™)

MMP-1

MMP-7 A
MMP-10

MMP-11

MMP-14

MMP-15

MMP-17

MMP-19

MMP-23

MMP-28

[-katenin

MMP-7 Ekspresyon orani

24 saat 48 saat

Sekil 4.11. H. pylori cagA™ vacA™ ile enfekte edilen MKN-45 hiicre hattinda MMP-7
ifadesinin kontrole (H. pylori ile enfekte edilmeyen) gore artig orani. Her bir veri {i¢ bagimsiz
degerin ortalamasi olup standart sapmalar (o ,,_; ) veri degerlerinin tizerinde belirtilmistir.
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4.9. Hiicre Hatlarinda H,O;’nin Olusturdugu Morfolojik Degisiklik

H,0;’in toksik etkisinden dolay1 ¢alismada kullanilan biitiin hiicre hatlarinda morfolojik
degisiklikler goriildii. Biitiin hiicre hatlarinda 200 pM H,O,, kontrolleriyle (H>O,
muamelesi goérmemis) kiyaslandiginda morfolojik anormalliklere rastlandi. Ayrica
hiicrelerin yilizeye tutunma Ozelliklerinin kayboldugu ve bir kismimin nekroza

ugradiklart goriildii (Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14).

Sekil 4.12. MKN-45 ve 23132/87 hiicre hatlarinda 200uM H,0,’in 24 saat sonra olusturmus
oldugu morfolojik degisikliklerin invert 151k mikroskop goriintiisii (200X). A: kontrol MKN-45,
B: 200uM H,0, muamelesi gormiis MKN-45; C: kontrol 23132/87, D: 200uM H,0, muamelesi
gormiis 23132/87.
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Sekil 4.13. AGS ve Kato III hiicre hatlarinda 200uM H,0,’in 24 saat sonra olusturmus oldugu
morfolojik degisikliklerin invert 151k mikroskop goriintiisii (200X). A: kontrol AGS, B: 200uM
H,0, muamelesi gérmiis AGS; C: kontrol Kato III, D: 200uM H,0, muamelesi gérmiis Kato

III.
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Sekil 4.14. HGC-27 ve CLS-145 hiicre hatlarinda 200pM H,0,’in 24 saat sonra olusturmus
oldugu morfolojik degisikliklerin invert 151k mikroskop goriintiisii (200X). A: kontrol HGC-27,
B: 200uM H,0, muamelesi gormiis HGC-27; C: kontrol CLS-145, D: 200uM H,0, muamelesi
goérmiis CLS-145.
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4.10. Hiicre Hatlarinda H,O,’nin Sitotoksik Etkisinin Tespit Edilmesi

MKN-45, 23132/87, AGS, Kato III, HGC-27 ve CLS-145 hiicre hatlarinda 50-1000 uM
H,0,’in sitotoksik etkisi 6, 12, 24 ve 48 saat zaman dilimlerinde MTT yoOntemiyle
bakildi. MKN-45, 23132/87, AGS hiicre hatlarinda 50-200 uM H,O, yaklasik olarak
ayni toksik etkiyi gosterirken (canli hiicre sayis1 % 80- 60 oraninda bir degere sahiptir),
Kato III, HGC-27 ve CLS-145 hiicre hattinda konsantrasyon arttik¢a canli hiicre sayisi
lineer bir sekilde azalis gostermektedir. Biitiin hiicre hatlarinda 6. saat ile 48 saat
arasinda c¢ok farkli bir sitotoksik etki goriilmezken H,O,’nin konsantrasyonuna bagimli
bir toksisite goriilmektedir, yani doz bagimli bir toksik etki s6z konusudur. Biitiin hiicre
hatlarinda 500-1000 pM konsantrasyonlarda % 1-50 oraninda canli hiicre goriilmektedir
( Sekil 4.15, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17).
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Sekil 4.15. MKN-45 ve 23132/87 hiicre hatlarinda, H,O,’ in farkli konsantrasyon ve zaman
dilimlerinde gostermis oldugu sitotoksik etki. Sitotoksisite, HO, muamelesi sonucu canli kalan
hiicreleri belirleme esasina dayanan ve kolorimetrik bir yontem olan MTT canlilik testi ile tespit

edildi. Her bir veri ii¢ bagimsiz degerin ortalamasit olup standart sapmalar (¢ ,; ) veri
degerlerinin tlizerinde belirtilmistir.
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Sekil 4.16. AGS ve Kato III hiicre hatlarinda, H,O,” in farkli konsantrasyon ve zaman
dilimlerinde gostermis oldugu sitotoksik etki. Sitotoksisite, HO, muamelesi sonucu canli kalan
hiicreleri belirleme esasina dayanan ve kolorimetrik bir yontem olan MTT canlilik testi ile tespit
edildi. Her bir veri ii¢ bagimsiz degerin ortalamasit olup standart sapmalar (¢ ,; ) veri
degerlerinin lizerinde belirtilmistir.
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Sekil 4.17. HGC-27 ve CLS-145 hiicre hatlarinda, H,O,’ in farkli konsantrasyon ve zaman
dilimlerinde gostermis oldugu sitotoksik etki. Sitotoksisite, H,O, muamelesi sonucu canli kalan
hiicreleri belirleme esasina dayanan ve kolorimetrik bir yontem olan MTT canlilik testi ile tespit

edildi. Her bir veri ii¢ bagimsiz degerin ortalamasit olup standart sapmalar (¢ ,; ) veri
degerlerinin lizerinde belirtilmistir.
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4.11. Hiicre Hatlarinda Canl Hiicre ici Oksidatif Stres Seviyesi

MKN-45, 23132/87, AGS, Kato III, HGC-27 ve CLS-145 hiicre hatlarinda 50-1000 uM
H,0,’in hiicre igerisinde olusturmus oldugu oksidatif stres 6, 12, 24 ve 48 saat zaman
dilimlerinde DCFH-DA yontemiyle tespit edildi. MKN-45 ve Kato III hiicre hattinin
disindaki hiicre hatlarinda birbirine benzer bir stres durumu goriildii. MKN-45 ve Kato
[II’de H,O, konsantrasyon artigina orantili olarak hiicre i¢i stresin arttig1 saptandi.
MKN-45’de 200 pM H,0O, hiicrelerin yaklasik % 40-60’inda bir oksidatif stres
yaratirken Kato III’de hiicrelerin yaklasik % 75’inde oksidatif stres yarattigi goriildii.
23132/87, AGS, HGC-27 ve CLS-145 hiicre hatlarinda dogal olarak hiicre i¢i bir stresin
varlig1 goriildi. Yani hiicrelere disaridan eklenen H,O’in ilave edilmedigi kontrol
orneklerinde yiiksek diizeylerde stresin olugu goriildii. Bu hiicre hatlarinin hepsinde
biitiin konsantrasyonlarda zamana bagli olmaksizin % 70-100 arasinda degisen bir
oranda canli hiicre i¢i stres goriildii (Sekil 4.18, Sekil 4.19 ve Sekil 4.20). Ayrica
kontrol ve strese sokulan Orneklerin floresan invert mikroskoptaki goriintiilerine
baktigimizda, MKN-45 ve Kato III'tin kontrollerinde, H,O, muamelesi yapilan
orneklerle kiyasla daha az bir floresan 1s1mayla daha az sayida hiicrenin strese girdigi
gorildi. 23132/87, AGS, HGC-27 ve CLS-145 hiicre hatlarinda ise hem kontrol hemde
H,0, muamelesi yapilan 6rneklerde ayni miktarda bir floresan 1s1ma ile benzer sayida
hiicrenin strese girdigi goriildi (Sekil 4,21, Sekil 4,22, Sekil 4 23). Dolayist ile bu hiicre

hatlarinda yliksek oranlarda endojen kaynakli hiicre igi stresin oldugu anlasildi.
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Sekil 4.18. Farkli zaman dilimlerinde ve farkli konsantrasyonlarda H,O,’ye maruz birakilan
MKN-45 ve 23132/87 hiicre hatlarinda canli hiicre i¢i oksidatif stres seviyeleri. Oksidatif stres
analizi oksidant duyarli floresan bir boya olan DCFH-DA yontemi ile belirlendi. Her bir veri ii¢
bagimsiz degerin ortalamast olup standart sapmalar (¢ ;) veri degerlerinin iizerinde
belirtilmistir.
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Sekil 4.19. Farkli zaman dilimlerinde ve farkli konsantrasyonlarda H,O,’ye maruz birakilan
AGS ve Kato III hiicre hatlarinda canli hiicre i¢i oksidatif stres seviyeleri. Oksidatif stres analizi
oksidant duyarli floresan bir boya olan DCFH-DA yontemi ile belirlendi. Her bir veri ii¢
bagimsiz degerin ortalamast olup standart sapmalar (¢ ;) veri degerlerinin iizerinde
belirtilmistir.
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Sekil 4.20. Farkli zaman dilimlerinde ve farkli konsantrasyonlarda H,O,’ye maruz birakilan
HGC-27 ve CLS-145 hiicre hatlarinda canli hiicre ici oksidatif stres seviyeleri. Oksidatif stres
analizi oksidant duyarli floresan bir boya olan DCFH-DA yontemi ile belirlendi. Her bir veri {i¢
bagimsiz degerin ortalamasi olup standart sapmalar (¢ ,; ) veri degerlerinin iizerinde
belirtilmistir.
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Sekil 4.21. Oksidantlara duyarli floresan bir boya olan DCFH-DA yontemi ile MKN-45 ve
23132/87 hiicre hatlarinda 200 uM H,0,’in 24 saat sonra olusturmus oldugu canli hiicre igi
oksitatif stresin floresan invert 151k mikroskop ile goriintiilenmesi (200X). A: kontrol MKN-45,
B: 200 uM H,0, muamelesi gérmiis MKN-45; C: kontrol 23132/87, D: 200 uM H,0O,
muamelesi gérmiis 23132/87.
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A) B)

C) D)
Sekil 4.22. Oksidantlara duyarli floresan bir boya olan DCFH-DA yo6ntemi ile AGS ve Kato II1
hiicre hatlarinda 200 pM H,0O,’in 24 saat sonra olusturmus oldugu canli hiicre i¢i oksitatif
stresin floresan invert 151k mikroskop ile goriintiillenmesi (200X). A: kontrol AGS, B: 200 uM

H,0, muamelesi gormiis AGS; C: kontrol Kato III, D: 200 uM H,0, muamelesi gérmiis Kato
I1I.
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Sekil 4.23. Oksidantlara duyarl floresan bir boya olan DCFH-DA yontemi ile HGC-27 ve CLS-
145 hiicre hatlarinda 200 uM H,0,’in 24 saat sonra olusturmus oldugu canli hiicre i¢i oksitatif
stresin floresan invert 151k mikroskop ile goriintiilenmesi (200X). A: kontrol HGC-27, B: 200
uM H,0O, muamelesi gormiis HGC-27; C: kontrol CLS-145, D: 200 pM H,0, muamelesi
gormiis CLS-145.
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4.12. Hiicre Hatlarinin Apoptoz Durumlari

Farkli konsantrasyonlarda ve farki zaman dilimlerinde H,O,’e maruz kalmigs MKN-45,
23132/87, AGS, Kato III, HGC-27, CLS-145 hiicre hatlarinda apoptoz iki farkli
yontemle bakildi. Birincisi floresan bir boya olan ve hiicre ¢ekirdegini boyayan Hoechst
33258 boyamasi kullanilarak apoptotik hiicreler tesbit edildi (Sekil 4.24, 4.25, 4.26).
Ikincisi ise DNA’ da olusmus olan kiriklar: tespit esasina dayanan TUNEL apoptoz
deneyi ile apoptotik hiicreler tesbit edildi (Sekil 4.27, 4.28, 4.29, 4.30, 4.31, 4.32) .
Hoechst ¢ekirdek boyama yonteminde MKN-45 hiicre hatti hari¢ diger hiicre hatlarinin
hi¢ birinde kayda deger bir apoptotik hiicre goriilmedi. Apoptoza girmis hiicrelerin bu
yontemle incelendiginde c¢ekirdeklerinin bir kag pargaya boliinmiis sekilde goriinmesi,
ya da g¢ekirdegin hilal seklinde goriinmesi gerekir. MKN-45"de ¢ok belirgin olmayan
bdyle bir gorlinti gorildi (Sekil 4.24, B). Hiicrelerin apoptoza girdiklerini daha iyi
anlamak icin Hoechst ¢ekirdek boyama yonteminden daha duyarli bir yontem ile
yapilan TUNEL apoptozdeneyinde MKN-45’in apoptoza girdigi goriiliirken, diger
hiicre hatlarinda hi¢ apoptozgdriilmedi. MKN-45’de H,O, konsantrasyonuna bagl
olarak apoptoz oraninin arttigir goriildii. Apoptoz oran1 50 uM H,0O,’de % 35 iken, bu
oran 100 uM’da % 68, 200 uM ise % 80 olarak goriildii (Sekil 4.33).

Ayrica yukarida bahsedilen yontemler ile apoptoza girdigi bilinen MKN-45 ve
apoptoza girmedigi bilinen 23132/87 hiicre hatlarinda diger bir apoptoz markir1 olan
kaspaz-3 enzim aktivitesine bakildi. 23132/87 hiicre hattinda ve TUNEL apoptoz deneyi
ile apoptoza girdigi goriilen MKN-45’de kaspaz-3 aktivitesi goriilmedi. Bu sonug bize
MKN-45 hiicre hattinda H,O; nin olusturmus oldugu apoptosizin kaspaz-3 bagimli
olmayan bir apoptotik yolla gerceklestigini gosterdi ( Sekil 4.34).
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Sekil 4.24. Farkli zaman dilimlerinde ve farkli konsantrasyonlarda H,O,’ye maruz birakilan
MKN-45 ve 23132/87 hiicre hatlarinda apoptoza girmis hiicrelerin tespiti i¢in floresan bir boya
olan Hoechst 33258 boyamasi sonucu hiicrelerin goriintiisii (200x). A) kontrol MKN-45; B):
200 uM H,0,’ maruz kalmig MKN-45; C): kontrol 23132/87, D): 200 uM H,0,’e maruz kalmis
23132/87.
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Sekil 4.25. Farkli zaman dilimlerinde ve farkli konsantrasyonlarda H,O,’ye maruz birakilan
AGS ve Kato III hiicre hatlarinda apoptoza girmis hiicrelerin tespiti i¢in floresan bir boya olan
Hoechst 33258 boyamasi sonucu hiicrelerin goriintiisii (200x). A) kontrol AGS; B): 200 uM
H,0,’ maruz kalmig AGS; C): kontrol Kato III, D): 200 uM H,0,’e maruz kalmis Kato III.

79



Sekil 4.26. Farkli zaman dilimlerinde ve farkli konsantrasyonlarda H,O,’ye maruz birakilan
HGC-27 ve CLS-145 hiicre hatlarinda apoptoza girmis hiicrelerin tespiti igin floresan bir boya
olan Hoechst 33258 boyamasi sonucu hiicrelerin goriintiisii (200x). A) kontrol HGC-27; B): 200
uM H,0O,’” maruz kalmis HGC-27; C): kontrol CLS-145, D): 200 uM H,0O,’¢ maruz kalmis
CLS-145.

80



Isik Florsan

Sekil 4.27. MKN-45 hiicre hatinin 200 pM H,O, ‘e 24 saat maruz kaldiktan sonra
apoptoza girmis hiicrelerin tespiti icin TUNEL deneyi sonucu hiicrelerin florsan
mikroskop goriintiileri (200X). A): kontrol MKN-45 (1s1k); B): kontrol MKN-45
(floresan); C): 200 uM H,0,’ maruz kalmig MKN-45 (151k); D): 200 uM H,0,’e maruz
kalmis MKN-45 (floresan).
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Isik Floresan

Sekil 4.28. 23132/87 hiicre hatinin 200 uM H,O, ‘e 24 saat maruz kaldiktan apoptoza
girmis hiicrelerin tespiti i¢in TUNEL deneyi sonucu hiicrelerin florsan mikroskop
goriintiileri (200X). A): kontrol 23132/87 (151k); B): kontrol 23132/87 (florsan); C): 200
uM H,0,” maruz kalmis 23132/87 (1s1k); D): 200 uM H,0,’e maruz kalmig 23132/87
(floresan).

82



Isik Floresan

Sekil 4.29. AGS hiicre hatinin 200 uM H,0, ‘e 24 saat maruz kaldiktan sonra apoptoza
girmis hiicrelerin tespiti igin TUNEL deneyi sonucu hiicrelerin florsan mikroskop goriintiileri
(200X). A): kontrol AGS (1s1k); B): kontrol AGS (floresan); C): 200 uM H,0,’e maruz
kalmis AGS (151k); D): 200 pM H,0,’ maruz kalmig AGS (floresan).
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Isik Floresan

Sekil 4.30. KatollI hiicre hatinin 200 uM H,0, ‘e 24 saat maruz kaldiktan apoptoza girmis
hiicrelerin tespiti icin TUNEL deneyi sonucu hiicrelerin florsan mikroskop goriintiileri
(200X). A): kontrol Kato III (1s1k); B): kontrol Kato III (floresan); C): 200 uM H,0,’e
maruz kalmis Kato III (1s1k); D): 200 uM H,O,’ maruz kalmis Kato III (floresan).
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Isik Floresan

Sekil 4.31. HGC-27 hiicre hatinin 200 uM H,O, ‘e 24 saat maruz kaldiktan apoptoza girmis
hiicrelerin tespiti icin TUNEL deneyi sonucu hiicrelerin florsan mikroskop goriintiileri
(200X). A): kontrol HGC-27 (1s1k); B): kontrol HGC-27 (floresan); C): 200 uM H,0,’e
maruz kalmis HGC-27 (151k); D): 200 uM H,0O,’ maruz kalmis HGC-27 (floresan).
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Isik Floresan

Sekil 4.32. CLS-145 hiicre hatinin 200 pM H,0; ‘e 24 saat maruz kaldiktan apoptoza girmis
hiicrelerin tespiti icin TUNEL deneyi sonucu hiicrelerin florsan mikroskop goriintiileri
(200X). A): kontrol CLS-145 (1s1k); B): kontrol CLS-145 (floresan); C): 200 uM H,0;’e
maruz kalmig CLS-145 (151k); D): 200 pM H,0,’ maruz kalmig CLS-145 (floresan).

86



90 - —e— MKN-45

80 - —m23132/87

20 AGS
= Kato IlI
s 60 —%— HGC-27
2 50 —e— CLS-145
]
5 40
g 30
g i

20 |

10 -

0 = ——
0 50 100 200

H,0, konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.33. Farkli zaman dilimlerinde ve farkl1 konsantrasyonlarda H,O,’ye maruz birakilan
hiicre hatlarinda apoptoza girmis hiicrelerin varligini tespit etmek i¢in TUNEL apoptoz deneyi
ile apoptoz seviyeleri. Her bir veri ii¢ bagimsiz degerin ortalamasi olup standart sapmalar
(o 4.1 ) veri degerlerinin lizerinde belirtilmistir.
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Sekil 4.34. Farkli zaman dilimlerinde ve farkli konsantrasyonlarda H,O,’ye maruz
birakilan MKN-45 ve 23132/87 hiicre soylarinda apoptoza girmis hiicrelerin varligini tespit
etmek ve apoptoz diizeylerini tesbit etmek i¢in Kaspaz-3 enzim aktivitesi.
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4.13. Gen Ifade Analizi icin Q-RT PCR Optimizasyonu

H,0, ile oksidatif strese girmis MKN-45 ve 23132/87 hiicre hatlarinda f-katenin ve
MMP genlerinin ekpresyonu Q-RT PCR ile yapildi. Oncelikle optimizasyon galigmasi
yapildi. ¢cDNA’nin seri sulandirimlari sonucu 1:100 oraninda sulandirirmin PCR
verimliligi icin uygun oldugu goriildii (Sekil 4.35). Internal kontrol olarak kullanilan
GAPDH genin ifadesi hem kontrol hem de H,O; stresine maruz kalmis hiicre hatlarinda
aym ¢ikt1. Biitiin 6rneklerde Ct degeri 20 (£1) olarak goriildii (Sekil 4.36). Ornek olarak
sunulan, MKN-45 ve 23132/87 hiicre hatlarinda kontrol ve 12 saat 100 uM H,O,
stresine maruz kalmis Orneklerdeki MMP-7 ifadesi Sekil 4.37°de gdosterilmistir.
23132/87°de ifade goriilmezken, MKN-45’de strese girmis drneklerin Ct degerleri 29.3
iken kontroliin Ct degerinin 31.2 oldugu gorildi (Sekil 4.37). Bu durum, MMP-7
geninin H,O, stresine girmis MKN-45 hiicre hattinda arttigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.35. GAPDH geni igin cDNA larin bir seri sulandirimlart ( 1= (1:1); 2=(1:10); 3=(1:100);
4=(1:1000); 5=(1:10000)) ile Q-RT PCR optimizasyonu.
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Sekil 4.36. Kontrol ve H,0, stresine maruz kalmis hiicre hatlarinda GAPDH geninin Q-RT PCR
ile belirlenen ifade seviyesi.
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Sekil 4.37. Kontrol ve 12 saat 100 pM H,O, stresine maruz kalmig MKN-45 ve 23132/87 hiicre
hatlarinda MMP-7 geninin Q-RT PCR ile belirlenen ifade seviyesi. (Kirmizi: kontrol, Mavi:
strese maruz kalmis ornek).
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4.14. Hiicre Hatlarinda Oksidatif Stres Sonucu MMP Genlerinin ifadesi

Calismanin bu asamasinda H,O, stresine karsi vermis olduklari tepki tamamen bir
birinden faklilik gosteren MKN-45 ve 23132/87 hiicre hatlar1 50-200 uM H,0, ‘ye 12
ve 24 saat maruz birakildiktan sonra B-katenin ve MMP genlerinin ifadelerindeki
degisiklik gercek zamanli RT- PCR (Q-RT PCR) ile tespit edildi. RT-PCR ile yapilan
sonuglarda 23132/87 hiicre hattinda ifade oldugu goriilen MMP-11, MMP-19, MMP-23
ve MMP-28 genlerinin strese girmig 23132/87°de higbirin ifadesinde artis veya azalis
olmadig1 goriiliircken MMP-15 ifadesinde bir artisin oldugu goriildi. MKN-45 hiicre
hattinda ise MMP-1, MMP-7, MMP-14, MMP-15 ve MMP-17 genlerinin ifadesinde
H,0, stresine bagli bir artisin oldugu goriildii (Cizelge 4.4). B-katenin ifadesinde ise 24
saat strese maruz kalan hiicrelerde H,O, konsantrasyonun artmastyla gen ifadesinin artis
oraninin azaldig1 goriildii.

Kontrole (H,O, ile muamele goérmemis) gore 12 saat, 50 uM H,0,’de
B-katenin ifadesindeki artis oraninin 0.76 kat (% 76) , 100 uM H,0,’de 1.69 kat, 200
uM H,0;’de ise 1.35 kat oldugu gorildii. 24 saat’de ise 50 uM H,0,’de 1.82 kat, 100
uM H,0,’de 1.33 kat, 200 uM H,0,’de ise 0.92 (% 92) kat oldugu goriildii. MMP-7 ve
MMP-14 “tn ifadesi 12 saat strese maruz kalan hiicrelerde daha ¢ok goriiliirken, MMP-
1, MMP-15 ve MMP-17’nin ifadesi 24 saat strese maruz kalanlarda daha ¢ok goriildii.
MMP-7 ifadesi 12 saat’de 50 uM H,0;’de 1.64 kat; 100 uM H,0;’de 2.7 kat; 200 uM
H,0O,’de 2.07 kat artis gosterirken, 24 saat’de ise sirasiyla 1 kat 1.3 kat ve 0.98 (% 98)
kat artig gostermistir. MMP-14’lin 12 saat’deki artis orani sirasiyla 1.4 kat; 4.4 kat ve
2.03 kat iken 24 saateki artis orani sirasiyla 2.45 kat, 1.7 kat ve 0.8 (% 80) kat olarak
goriildii (Sekil 4.38 ve Sekil 4.39).

MMP-1 ifadesinin, 12 saatte biitiin konsantrasyonlarda pek fazla artmadigi, fakat
24 saatte ise uygulanan konsantrasyona gore sirasiyla 4.6 kat; 4.9 kat ve 6.1 kat arttig1
goriildii. Benzer profil MMP-15 ve MMP-17 ifadelerinde de gorildi. MMP-15
ifadesinin 24 saatte sirasiyla 3 kat; 3.9 kat ve 3.4 kat arttig1 goriilirken, MMP-17
ifadesinin 24 saate sirasiyla 5.05 kat; 5.1 ve 4.3 kat arttig1 gortildii (Sekil 4.39).
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Sekil 4.38. Farkli zaman dilimlerinde ve farkli konsantrasyonlarda H,O,’ye maruz birakilan
MKN-45 hiicre hattinda B-katenin, MMP-1, MMP-7 genlerinin ifadelerinin kontrole gore artig
orant. Her bir veri ii¢ bagimsiz degerin ortalamasi olup standart sapmalar (¢ ,; ) veri
degerlerinin lizerinde belirtilmistir.
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Sekil 4.39. Farkli zaman dilimlerinde ve farkli konsantrasyonlarda H,O,’ye maruz birakilan
MKN-45 hiicre hattinda MMP-14, MMP-15, MMP-17 genlerinin ifadelerinin kontrole gore artis
orani. Her bir veri ii¢ bagimsiz degerin ortalamasi olup standart sapmalar (¢ ;) veri
degerlerinin tlizerinde belirtilmistir.
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Cizelge 4.4. H,0,’ye maruz birakilan hiicre hatlarinda goriilen gen ifade degisikligi

MKN-45 MKN-45 23132/87 23132/87
Gen / Hiicre (Kontrol) (H,0,) (Kontrol) (H,0,)
MMP-1 _ A _ _
MMP-7 ~ A ~ ~
MMP-10 ~ ~ ~ ~
MMP-11 ~ ~ ~ ~
MMP-14 _ 4 _ —
MMP-15 ~ A ~ ~
MMP-17 ~ A ~ ~
MMP-19 ~ ~ ~ ~
MMP-23 _ _ _ -
MMP-28 ~ ~ ~ ~
[-katenin _ A _ _
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4.15. Hiicre Hatlarinda Goriillen Oksidatif Stresin Ortadan Kaldirilmasinda
Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)’in Etkisi

MKN-45 ve 23132/87 hiicre hatlari, antioksidan 6zelligi ile bilinen kafeik asit fenetil
ester (CAPE) ile 24 saat maruz birakildiktan sonra hiicre i¢i oksidatif stresin her iki
hiicre hattinda da ortadan kalktig1 goriilmektedir. Hiicre i¢i oksidatif stres durumlari
birbirinden farklilik gdsteren bu iki hiicre hattinda, 24 saat zaman diliminde 200uM
H,0, ile yaratilmis olan hiicre i¢i oksidatif stresin 3 uM CAPE ile tamamen ortadan
kalktig1 goriildii. H,O,’den bagimsiz endojen kaynakli bir hiicre i¢i stresin gorildiigii
23132/87 hiicre hattin da stresin CAPE ile tamamen ortadan kalktig1 goriildii. ilave
edilen H,O, konsantrasyonuna bagli olarak hiicre i¢i oksidatif stres seviyesi artan
MKN-45 hiicre hattinda da CAPE ile stresin tamamen ortadan kalktig1 goriildii (Sekil
4.40).

Floresan Isik Floresan

MKN-45 (200 uM H,0) MKN-45 (200 uM H,0, + CAPE)

23132/87 (200 uM H,05) 23132/87 (200 uM H,0, + CAPE)

Sekil 4.40. MKN-45 ve 23132/87 hiicre hattinda goriilen hiicre i¢i oksidatif stres’e
CAPE’nin etkisi (200x).
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4.16. Hiicre Hatlarinda Hiicre ici Oksidatif Stresin Kafeik Asit Fenetil Ester
(CAPE) ile Ortadan Kaldirilmas1 Sonucu f-katenin ve MMP Genlerinin ifadeleri

MKN-45 hiicre hattinda H,O, uygulamasi sonucu ifadelerinde artis goriilen MMP-1,
MMP-7, MMP-14, MMP-15, MMP-17 ve P-katenin genlerinin ifadesi CAPE
uygulamasi ile azaldi. 23132/87 hiicre hattinda ise MMP-15, MMP-28 ve B-katenin
genlerinin ifadelerinde bir azalis oldugu goriildii (Cizelge 4.5). CAPE ile muamele
edilen MKN-45’de B-katenin ifadesi H,O, ile muamele edilen MKN-45"deki -katenin
ifadesi ile kiyaslandiginda 1 kat azalan bir ifade oran1 goriiliirken, bu 23132/87°de 2.4
kat azalis olarak goriildii (Sekil 4.41). Normalde 23132/87’de espresyonu goriilmeyen
MMP-1 ve MMP-7 genlerinin ifadesinde MKN-45’de stres goéren Ornege azalis
gostermistir. MMP-1 ifadesi 4.7 kat azalirken, MMP-7 8.7 kat azalig gOstermistir.
MMP-15 ifadesi MKN-45°de 1.3 kat azalirken 23132/87° de 10.8 kat azalis
gostermistir. Sadece MKN-45’de ifade olan MMP-14 ve MMP-17 genlerinde ise ifade
sirastyla 11.2 kat ve 0.38 (% 38) kat azalis gostermistir. Hem MKN-45’de hemde
23132/87°de ifade olan MMP-28’de ise stresin ortadan kaldirilmasi sonucu ifadenin
sirastyla 1.2 kat ve 0.27 (% 27) kat azaldig1 goriildii (Sekil 4.41, Sekil 4.42, Sekil 4.43) .
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Cizelge 4.5. CAPE ile hiicre stresin ortadan kaldirildigi hiicre hattinda goriilen gen ifade
degisikligi

Gen /Hiicre MKN-45 (H,0,)  MKN-45(CAPE)  23132/87(H,0,)  23132/87(CAPE)

MMP-1 A v

MMP-7 N n
MMP-10

MMP-11

MMP-14 A v
MMP-15 A v _ v
MMP-17 A v

MMP-19

MMP-23

MMP-28 v

[S-katenin A v _ v

B-katenin Ekspresyon orani

Sekil 4.41. 24 saat 200upM H,0,’ye maruz birakilan hiicre hatlarinda goriilen S-katenin ifadesi
referans alindiginda, CAPE ile hiicre i¢i stresin ortadan kaldirildigi hiicre hatlarinda goriilen
[-katenin ifade orani. Her bir veri ii¢ bagimsiz degerin ortalamasi olup standart sapmalar (c,.;)
veri degerlerinin tizerinde belirtilmistir.
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0,5 -

-0,5 1 23132/87
1,5 -
-2,5
-3,5

-4,5 |

MMP-1 Ekspresyon orani

-5,5 -

23132/87

MMP-7 Ekspresyon orani

23132/87

MMP-14 Ekspresyonu

Sekil 4.42. 24 saat 200uM H,0O,’ye maruz birakilan hiicre hatlarinda goriillen MMP-1, MMP-7
ve MMP-14 ifadesi referans alindiginda, CAPE ile hiicre igi stresin ortadan kaldirildigi hiicre
hatlarinda goriilen MMP-1, MMP-7 ve MMP-14 ifade orani. Her bir veri {i¢ bagimsiz degerin
ortalamasi olup standart sapmalar (o,.;) veri degerlerinin iizerinde belirtilmistir.
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0,5

-3,5 -

7,5 -

-11,5 4

MMP-15 Espresyonu

-15,5 -

0,05 -

23132/87

-0,05 4

-0,15 4

-0,25 4

MMP-17 Ekspresyonu

-0,35 4

-0,45 -

0,1 -

-0,2

-0,5

-0,8

MMP-28 Espresyonu

-1,1

1,4

Sekil. 4.43. 24 saat 200uM H,0O,’ye maruz birakilan hiicre hatlarinda goriilen MMP-15, MMP-
17 ve MMP-28 ifadesi referans alindiginda, CAPE ile hiicre i¢i stresin ortadan kaldirildig: hiicre
hatlarinda goriilen MMP-15, MMP-17 ve MMP-28 ifade orani. Her bir veri ii¢ bagimsiz degerin
ortalamasi olup standart sapmalar (¢ ,; ) veri degerlerinin lizerinde belirtilmistir.
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4.17. Hiicre Hatlarinda 8-OHdG Olusumuna H,0O,’ in Etkisi

MKN-45 ve 23132/87 hiicre hatlarinin 24 saat 200 uM H,O; ile strese sokulmasi
sonucu her iki hiicre hattinda da niikler 8-OHdG lokalizasyonu goriildii. Hem MKN-45
hem de 23132/87 hiicre hattinda stres uygulamasi sonucu % 90 oraninda 8-OHdG
lokalizasyonu goriiliirken. H»O, stresine maruz birakilmayan kontrol hiicrelerinde de

% 10-20 oranlarinda 8-OHdG lokalizasyonu goriildii (Sekil 4. 44).

B)

Sekil 4. 44. MKN-45 ve 23132/87 hiicre hatlarinin 24 saat 200 uM H,O, ile strese sokulmasi
sonucu hiicre hattinda niikler 8-OHdG lokalizasyonu (200x). A): kontrol MKN-45; B): 200 uM
H,0,” maruz kalmig MKN-45; C): kontrol 23132/87; D): 200 pM H,0O,’ maruz kalmis
23132/87.
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4.18. Hiicre Hatlarinda p-katenin Lokalizasyonuna H,O; ‘in Etkisi

MKN-45 ve 23132/87 hiicre hatlarinin 24 saat 200 uM H,0, ile strese sokulmasi
sonucu her iki hiicre hattinda da B-katenin lokalizasyonu goriildii. Hem MKN-45 hem
de 23132/87 hiicre hattinda stres uygulamasi sonucu daha kuvvetli bir boyanma
goriildii. H,O, stresine maruz birakilmayan kontrol hiicrelerinde ise daha zayif bir
boyanma goriildi. MKN-45’de daha c¢ok niikleer ve sitoplazmik lokalizasyon
goriiliirken, 23132/87°de daha ¢ok membrandz ve sitoplazmik lokalizasyon goriildii

(Sekil 4.45).
A) B)
O D)
Sekil 4.45. MKN-45 ve 23132/87 hiicre hatlarinin 24 saat 200 pM H,0, ile strese sokulmasi

sonucu hiicre hattinda B-katenin lokalizasyonu (200x). A): kontrol MKN-45; B): 200 uM H,O,’
maruz kalmig MKN-45; C): kontrol 23132/87; D): 200 uM H,0O,’ maruz kalmig 23132/87.
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4.19. Hiicre Hatlarinda H,0,’in Invazyona Etkisi

MKN-45, 23132/87 ve AGS hiicre hatlarinda 200uM H,O, stresine 24 saat maruz kalan
hiicre hatlarinda invazyon ozelliklerinin degistigi goriildi. Metastatik 6zellige sahip
olmayan, az faklilasmis ve difiiz tip mide kanserli hiicreler olarak bilinen MKN-45 ve
23132/87 hiicre hatlarinin invazyon yapma yetenegi, ileri derecede farklilagmis AGS
hiicresine gore 2-5 kat az oldugu goriildii. H,O, stresi MKN-45’de invazyonu yaklasik 2
kat arttirirken 23132/87°de bu artig yok denecek kadar az goriildii. AGS ‘de ise yaklasik
1.5 kat artig goriildii (Sekil 4.46).

(3]
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MKN-45 23132/87 AGS

Sekil 4.46. 200uM H,0, stresine 24 saat maruz kalan MKN-45, 23132/87 ve AGS hiicre
hatlarinda invazyon. Her bir veri ii¢ bagimsiz degerin ortalamasi olup standart sapmalar (c,.)
veri degerlerinin {izerinde belirtilmistir.
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4.20. AGS Hiicre Hattinda MMP-3 siRNA’nin Transfeksiyon Analizi

Transfeksiyon reaktifi olarak Lipofectamin 2000 (Invitrogen) kullanilarak AGS hiicre
hattinda yapilan MMP-3 siRNA transfeksiyonunun % 90 oraninda basarili bir sekilde
gerceklestigi goriildii. siRNA transfeksiyonu gerceklesen hiicreler floresan 1s1ik altinda
yesil renkli goriilmektedirler (Sekil 4.47). Bu hiicrelerin 1sikta goriilen toplam hiicreye
orani yaklasik olarak % 90’ dir.

Isik Floresan

Sekil 4.47. AGS hiicre hattinda MMP-3 siRNA taransfeksiyonunun gergeklestigi hiicreler. A)
toplam hiicre goriintiisii (100x), B) siRNA transfeksiyonunun gergeklestigi hiicreler (100x), C)
siRNA transfeksiyonunun gergeklestigi hiicreler (400x).
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4.21. AGS Hiicre Hattinda MMP-3 Geninin Susturulma Analizi

MMP-3 siRNA’ smin % 90 oraninda transfeksiyonunun basariyla gerceklestirildigi
AGS hiicre hattinda MMP-3 genin transkripsiyon seviyesinde susturuldugu RT PCR ve
Q-RT PCR ile gosterildi. Kontrol AGS’de MMP-3 ifadesi goriiliirken siRNA
transfeksiyonu yapilan AGS’de ifadesinin ortadan kalktigi gorlmektedir (Sekil 4.48).
Q-RT PCR ile yapilan ¢alismada, MMP-3’iin % 80 oraninda susturuldugu goriildii
(Sekil 4.43). Yapilan PCR sonucunda referans gen (GAPDH) ve MMP-3 geni igin
verimlilik katsayis1 (E) 1.75 olarak goriildii. Biitiin 6rneklerin GADPH ig¢in Ct degerleri
ortalama 15.3 (£ 0.5) bulundu (Sekil 4.49). Konrol 6rneginin MMP-3 i¢in Ct degeri
25.1 olarak goriilirken siRNA uygulanan Ornegin Ct degeri 28.2 olarak goriildii.
GAPDH igin ACt degeri 0.2 bulunurken MMP-3 i¢in ACt degeri 3.1 bulundu ve bu

verilere gore ifade orani 5.3 kat azalmis olarak hesaplandi. Bu orana gére MMP-3

ifadesinin % 80 oraninda susuturuldugunu gérmekteyiz (Sekil 50).

=
4
-
z

+E

300 by

200 by

200 bp

Sekil 4.48. AGS hiicre hattinda 24 saat susturulus MMP-3 genin ifadesi (agaroz jel goriintiisii).
M: markir; +K: MMP-3 geninin ifade oldugu konrol AGS; siRNA 24h: MMP-3 geninin 24 saat
susturumu.
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Sekil 4.49. AGS hiicre hattinda, MMP-3 geninin susturulmasinda referans gen olarak kullanilan
GAPDH‘in biitiin 6rneklerde ayni sekilde goriilen ifadesi.
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Sekil 4.50. AGS hiicre hattinda 24 saat susturulus MMP-3 genin, kontrol ve siRNA ile
susturulan 6rnekte ifadesi.
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4.22. AGS Hiicre Hattinda MMP-3 Geninin Susturulmasi1 Sonucu p-katenin ve
MMP Genlerinin ifadesi

MMP-3 geninin susuturulmasi sonucu AGS’de ifade olan S-katenin ve MMP genlerinin
ifadesine Q-RT PCR ile bakildi. MMP-3 geninin susturulmasi sonucu ifadesi degisen
genlerin Cizelge 4.6’de goriilmektedir. MMP-3’lin susuturulmasiyla AGS’de ifade olan
MMP-1, MMP-7, MMP-8, MMP-11, MMP-12, MMP-15, MMP-17 ifadesi degismedigi
goriildii. Diger yandan MMP-15in ifadesinde azalis, MMP-10’un ifadesinde ise bir artis
goriildi. Kontrol AGS’ye gore MMP-3 ifadesinin 5.3 kat azalmasi, MMP-10 ifadesini
4.1 kat arttirirken, MMP-15 ifadesini 7.4 kat azaltmistir (Sekil 4.51).

Cizelge 4.6. MMP-3 genin susturulmasi sonucu AGS hiicre hattinda goriilen gen ifade
degisikligi.

Gen / Hiicre Kontrol MMP3- siRNA
MMP-1
MMP-7
MMP-3 v
A

MMP-10
MMP-11
MMP-12
MMP-15 v
MMP-17

S-katenin

61 & MVP-3
@ MVP-10
@ MVP-15

Gen ekspresyon orani

-10 -

Sekil 4. 51. MMP-3 genin susturulmasi sonucu AGS hiicre hattinda goriilen MMP genlerinin
kontrole (MMP-3 siRNA tarnsfeksiyonu yapilmamis AGS) gore gen ifade orani. Her bir veri {ig
bagimsiz degerin ortalamast olup standart sapmalar (¢ ;) veri degerlerinin iizerinde
belirtilmistir.

105



5. TARTISMA VE SONUC

Insanlarda tiimor olusumu ¢ok basamakli bir siire¢ olup genetik temelli bir hastaliktir.
Kanser hiicrelerinde, normal hiicre dongiislinii ve hemostaziyi saglayacak regiilasyon
mekanizmalarinda bozukluklar vardir. Malin  olusumunu destekleyen kanser
hiicrelerinin edinecegi alti gerekli faktor, biliylime sinyallerinde kendine yeterlilik,
biiylime faktorii inhibitdrlerine kars1 duyarsizlik, apoptozdan kagis, sonsuz replikasyon
potansiyeli, damarlanma, doku invazyonu ve metastazdir [1]. Invaziv mide
kanserlerinde MMP’lerin ve p-katenin’in regiilasyonunda normalden farkliliklar
gosterilmekle birlikte bu farkliliklarla oksidatif stres arasindaki iligkiyi gdsteren bir
calisma heniiz yoktur.

Cogu kanser tiiriinde oldugu gibi gastrik kanserde de MMP genlerinin ifadesi
artmaktadir [130]. Literatirde MMP-7, MMP-1 genlerinin yiiksek oranlarda ifade
oldugu yer almasmma ragmen diger MMP’ler ile ilgili c¢ok fazla bilgiye
rastlanilmamaktadir. Bu ¢alisma yaklasik 25 MMP geninden 17 tanesi ¢alisilarak, cok
calisiimayan MMP genleri hakkinda veri sunulmaktadir. Calisilan MMP genlerinin
cogunun gastrik kanserde yiiksek oranlarda ifade edildigi goriilmektedir. Ozellikle
literatiirde c¢ok yer almayan MMP-12, MMP-23 ve MMP-28 genlerinin de gastrik
kanserde yiiksek oranlarda ifade oldugu goriilmektedir. Ayrica dokulardaki gen
ifadelerinin %’lik dilimine baktigimizda, tiimorlii dokularda gen ifadelerinin normal
dokulara gore fazla oldugunu gormekteyiz. Bu durum bize, MMP’lerin normal
fizyolojik olaylarin disinda kanserin olusumu ve invazyonunda Onemli anahtar genler
oldugunu gostermektedir [78-80].

Tiimoér invazyonunda ve metastazinda MMP’lerin {istlendigi gorevler son
zamanlarda pek ¢ok bilim adaminin dikkatini ¢ekmistir. Normal mukoza dokusunda
ifade olmayan fakat tiimorlii dokuda ifade olan MMP-7, mide kanserinde belirleyici bir
gen olarak ifade edilir [150]. Bizim ¢alismamizda da MMP-7 ifadesi normal dokularda
goriilmezken tiimorlii dokularda goriilmistiir. Timorli dokulardaki ifade orani ile
normal dokulardaki ifade orani farki en fazla olan gendir. MMP-7 ile ayn1 grupta olan
bir diger matriks metalloproteinaz geni olan MMP-26 nin, meme kanseri, akciger
kanseri ve prostat kanseri gibi epitel orijinli kanserlerde ifade oldugu bilinmektedir
[151, 152]. Dolayis1 ile bu baglamda, epitel orijinli olan gastrik kanserde de bu geninin
ifade olabilecegi diisiinceyle ¢alistigimiz normal ve timorlii dokularin higbirinde MMP-

26 ifadesi goriilmemistir. Substrat 6zgiilliigli bakimindan ayni siifta olan bu iki genden
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birisi (MMP-7) gastrik kanserde onemli bir anahtar gen gorevi iistlenirken digerinin
(MMP-26)’nin bdyle bir rol tistlenmedigi anlagilmaktadir.

Bazi kanserlerin ortaya ¢ikmasinda ve ilerlemesinde [-katenine bagimli olan
kanonikal ve B-katenine bagimli olmayan nankanonikal Wnt sinyal yolunun etkili
oldugu bilinmektedir [94, 95, 99]. Literatiirde yer alan bazi kaynaklarda gastrik
kanserde kanonikal Wnt sinyal yolunun aktif oldugu ileri siiriiliirken [94] bir kisminda
ise non-kanonikal Wnt sinyal yolunun aktif oldugu belirtilmektedir [153]. Pek ¢ok
kanser tiirtinde oldugu gibi mide kanserinde de MMP-7 ifadesinin Wnt/B-katenin sinyal
yolu ile regiile edildigi bilinmektedir. Dokular {izerinde yapmis oldugumuz ¢aligmalarda
tiimorli dokularda p-katenin ile MMP-7 ifadesi arasinda anlamli bir korelasyon
goriilmemesi, mide kanserinde MMP-7 ifadesinin B-katenine bagimli olmayan Wnt
sinyal yoluyla yani nankanonikal Wnt sinyal yoluyla aktive oldugunu
distindiirmektedir.

MMP’ler latent (aktif olmayan) enzimler olarak sentezlenir ve daha sonra
hiicreler aras1 boslukta proteolitik olarak aktive edilirler. Bu aktivasyonda, plazma
proteinazlari ve MMP’lerin gorev aldiklar1 bilinmektedir. Yani MMP’ler birbirlerinin
ragiilasyonunda rol oynarlar [84]. Kolon kanserinde proMMP-2 (aktif olmayan MMP-
2) MMP-14 ile aktive olabildigi [154] ve MMP-3"lin pro MMP-7’yi aktive edebilecegi
bilinmektedir [58]. Yine ayn1 sekilde MMP-7"nin proMMP-2’yi ve proMMP-9’u aktive
ettigi bilinmektedir. Bu baglamda, bizim dokular iizerinde calismis oldugumuz
MMP’lerden bazilarinin arasinda ifade yoniinden bir korelasyon goriilmesi bu
MMP’lerin birbirlerinin regiilasyonunda rol oynayabileceklerini diisiindiirmektedir.

Oksidatif stres ve raeaktif oksijen tiirleri tiimér olusumu ile yakindan
iligkilidir. Serbest radikaller hiicreden antioksidan enzimler ve enzimatik olmayan
antioksidanlar tarafindan elimine edilmezlerse hiicre i¢inde oksidatif stres yaratarak
molekiillerde hasar olusturup tiimoér olusumunu tetiklerler. Oksididatif stres sonucu
olusan DNA lezyonlar1 genotoksik ve mutajenik olup, en c¢ok bilinin oksidatif strese
baghh lezyon da 8-OH-dG olusumudur [107, 108]. Calismis oldugumuz doku
orneklerinin hangi diizeyde stres altinda oldugunu immiinohistokimyasal yontemle
belirlemis oldugumuz 8-OH-dG gostermektedir. Tiimorlii hiicrelerin ¢ekirdeklerinde
goriilen 8-OH-dG, bu hiicrelerin oksidatif stres altinda oldugunu gostermekterir.
Ozellikle OH' radiakallerinin DNA {izerinde yaratmis oldugu etkiyle olusan 8-OHdG,
DNA iizerinde nokta mutasyonlara yol agarak tiimor olusumuna neden olur.

Dokulardaki MMP genlerinin ekspesyonunun normal dokulara oranla yiiksek ¢ikmasi,
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hiicrelerde mevcut olan bu stres kosullariyla iligkili olabilir. Reaktif oksijen tiirleri ¢ogu
genin traskripsiyonunu etkiledigi, ozellikle diisiik miktarda H>O,’nin transkripsiyon
faktorii gibi gorev yaparken, yiiksek miktarlarda hiicredeki apoptotik mekanizmalar
tetikler.

Gastrik kanser olusumu kompleks ve ¢ok asamali bir siiregtir, bu kompleks
olusumda H. pylori enfeksiyonunun 6nemli girisimleri s6z konusudur. H. pylori’ nin
viriilans faktorii karsinogenesizle iligkili olup bu bakterinin gastrik kanserde hiicre
proliferasyonunu ve apoptozunu etkiledigi bilinirken, gastrik kanser olusumunda etkili
faktorler heniiz tam olarak bilinmemektedir. Calismamizin amaglar1 igerisinde yer alan,
H. pylori enfeksiyonu ile metastaza yol agan MMP genlerinin ifadeleri arasindaki
iliskiyi kiyasladigimizda istatiksel olarak kayda deger bir veri elde edilemedi. Caligsmis
oldugumuz doku orneklerinin sadece % 37’sinde H. pylori enfeksiyonu goriilmesi bu
iligkinin negatif ¢ikmasi sebeplerinden biri olarak disiiniilmektedir. Ayrica H.
pylorinin DNA f{izerinde yol actigi hasar ve mutasyonlar reaktif oksijen tiirleri
araciligiyla olmaktadir [37]. Bu baglamda, enfeksiyon sonucu salgilanan sitokinler,
biiyiime faktorleri ve bakterinin effektdor molekiilleri epitel hiicre proliferasyonu ve
apoptoz arasindaki dengeyi bozarak onkojenik potensiyel teskil eden mutasyonlarin
birikimine sebep olup tiimor gelisimini ve metastazi destekledigi belirlenmistir [38].
Hiicreler iizerinde yaptigimiz deneylerde, H. pylori enfeksiyonu MKN-45’de MMP-7
ifadesini arttirirken diger MMP’lerde bir ifade artisinin olmayisi bu genlerin farkli
faktorlerle regiile olmasiyla iliskili olabilir.

Multipleks PCR ile genotipik tanisini yaptigimiz ve toksik genler tasiyan
H. pylori cagA™ vacA™ susunun, toksik genler tasimayan cagd” vacA” susuna gore
MKN-45 ve 23132/87 hiicre hatlarinda daha ¢ok morfolojik degisikliklere yol agtigi
goriilmistir [155]. cagAW vacA™ susunun, konakg1 hiicrelerde mitokondri aracili yol
ile apoptotik mekanizmay1 tetikledigi bilinmektedir. H. pylori enfeksiyonu sonucu
calismis oldugumuz MMP genlerinin ifadelerinde bir degisikligin olmadig1 goriildii.
Bunun, bakterinin konak¢1 hiicrede tiimdr olusumunu, hiicre bdliinmesini arttiran bir
sinyal yolu olan MAPK sinyal yolunu aktive ederek yaptig1 bilinmektedir. Dolayisi ile
H. pylori’nin, olusan tiimo6r hiicresinin metastaz yapmasini saglayan MMP genlerinin
ifadelerinde 6nemli degisikliklere yol agmadig1 anlasilmaktadir.

Doku oOrneklerinde tesbit ettigimiz [-katenin lokalizasyonunun niikleer
olmayist c¢ogunlukla, stoplazmik veya membrandz olmasi, gastrik kanserde

nonkanonikal Wnt sinyal yolunun aktif oldugunun bir gostergesidir. Ayrica MKN-45 ve
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23132/87 hiicre hatlarinda yapmis oldugumuz calismalarda niikleer [-katenin
lokalizasyonunun goriilmeyisi bu 6ngoriiyli desteklemektedir. Kanonikal Wnt sinyal
yolunda APC/axin/GSK kompleksi biribirinden ayrilir, stoplazmadaki [-katenin
fosforillenmeden serbest kalir ve cekirdege transfer olur. Nankanonikal Wnt sinyal
yolunda ise B-katenin rol almadig1 jun-N terminal kinaz (JNK) sinyal yolunu aktive olur
ve JNK cekirdege transfer olur, burada c-jun, ATF ve p53 gibi transkripsiyon
faktorlerini aktive eder [94].

MMP’lerin  yiliksek miktarlarda ifade olmalari, timdr hiicrelerinin
agresiflikleriyle iligkilidir. Calismada kullandigimiz hiicre hatlar1 igerisinden AGS’nin
ileri derecede farklilastig1 ve daha agresif oldugu bilinmektedir. MMP ifadesi agisindan
da bir kiyaslama yaptigimizda, calisilan 17 MMP geninden 12 tanesinin ifade edildigini
gormekteyiz. Ote yandan az faklilasmis ve difiiz tip gastrik kanser orijinli hiicreler olan
MKN-45’de 10 MMP’geni, 23132/87’de ise sadece 5 tane MMP geninin ifade oldugu
goriilmektedir. Ayrica bu ii¢ hiicre hatt1 i¢in yaptigimiz invazyon deneyinde AGS
hiicresinin invazyon yeteneginin en fazla oldugunu gérmekteyiz.

Oksidatif stresin kanser hiicrelerinde goriilen apoptotik mekanizmada dnemli
roller iistlendigi kabul edilmektedir. H,O, tarafindan indiiklenen apoptoz, reaktif oksijen
tiirleri tarafindan indiiklenen apoptoz g¢alismalar1 i¢in bir model olarak kabul edilir.
Disaridan eklenen H,O; hiicre zarindan kolayca gegerek hiicre icerisinde reaktif olaylari
baslatir. Diisiik miktarlarda H»O, hiicrelerde apoptosizi tetiklerken, yiiksek miktarlarda
asirt toksik etki gosterek nekroza yol agar [156]. Calistigimiz hiicreler iizerinde
H,0O;’nin toksisitesinin 500uM - 1000uM arasinda oldugu goriildii. Bu da literatiirde
bahsedilen yiiksek miktarda H,O, ile hiicrelerde nekroza yol agmaktadir. Dolayisi ile
biitlin hiicre hatlarinda 50-200uM H,O;’nin  hiicrelerde stres yaratmak i¢in uygun
dozlar oldugu kabul edilebilir. Ozellikle 200uM H,O, hiicrelerde % 50 oraninda stres
yaratmastyla gen ifadesi ve apoptozgalismalarinda sinir belirleyici konsantrasyon olarak
degerlendirilebilir.

Hiicre hatlarinda gen ifadesi degisimlerini degerlendirmek i¢in yaptigimiz
canli hiicre i¢i oksidatif stres analizinde hiicre hatlar1 fakli 6zellikler gostermislerdir.
Daha az faklilasmis oOzellikleriyle bilinen MKN-45 ve Kato III hiicre hatlarinda
disaridan eklenen H,O, konsantrasyonuna paralel olarak hiicre ici stresin arttig
goriiliirken 2313287, AGS, HGC-27 ve CLS-145 hiicre hatlarinda endojen bir oksidatif
stres varlig1 goriildii. Bu sonug¢ bize bu hiicre hatlarin olugan hiicre i¢i oksidatif stresi

elimine edebilme Ozelliklerine sahip olduklarmi gdostermektedir. Ciinkii yapmis
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oldugumuz apoptoz caligmalarinda bu hiicre hatlarinin hepsinin H,O, ile apoptoza
girmedikleri goriildii.

Yapilan bir¢ok calismada memeli hiicrelerinde apoptosizi tetikleyen sinyal
yollarinin ¢ok karmasik oldugu ve hiicre tipine gore bu anti ve pro apoptotik sinyal
yollarinin degistigi gosterilmistir [157, 158]. Hiicrenin hayatta kalmasi, anti apoptotik
faktor Bcl-2’nin ifade olmasi ve anti apoptotik faktor Bax’in ifadesinin diismesiyle
iligkilidir. bu durumun tam tersi apoptozu tetikler. H,O, ile sterese giren hiicrelerde
Bax’in asir1 ifade oldugu ve Bcl-2’nin ifadesinin azaldigi goriilmektedir. Calistigimiz
hiicre hatlarindan H,0O, ile apoptoza giren MKN-45’de boyle bir mekanizma rol
oynarken apoptozun goriilmedigi diger hiicrelerde muhtemelen bdyle bir mekanizma
goriilmemektedir. Bu hiicre ici stres seviyesinin yiiksek oldugu bu hiicre hatlarinda
disaridan ilave edilen H»O,’in yukarida bahsedilen apoptotik mekanizmay1
indiiklemedigi tahmin edilmektedir. MKN-45 hiicresinde yapmis oldugumuz kaspaz-3
enzim aktivitesinin negatif ¢ikmasi bize bu hiicre hattiinda H,O; ile tetiklenen apoptotik
mekanizmanin kaspaz 3’ten bagimsiz oldugunu gostermektedir. Bu veri literatiirdeki
veriler ile uyusmaktadir. Yapilan in vitro ¢alismlarda H>O, nin apoptosizi protein kinaz
C yolu ile yaptig1 gortilmiistiir [ 159, 160].

Az farklilasmis ve hiicre i¢i oksidatif stres durumlari biribirinden farklilik
gosteren MKN-45 ve 23132/87 hiicre hatlarinda H,O,’nin MMP genlerinin ifadeleri
tizerindeki degisikliklere baktigimizda, MKN-45’de MMP-1 MMP-7, MMP-14, MMP-
15, MMP-17nin ifadesi artarken 23132/87°de sadece MMP-15’in ifadesi artmustir.
Toplamda 10 tane MMP geninin ifade edildigi MKN-45’de stres sonrast 5 tane MMP
geninin ifadesinde artis goriiliirken 23132/87°de sadece bir MMP ifadesinde artis
goriilmiistiir. Bu strese direngli olan 23132/87 hiicre hattinda disaridan ilave edilen stres
kaynaginin (H,0O,) bu hiicreyi daha agresif hale sokmadigi anlasiliyor. Bu veri yapilan
invazyon deneyi ile de dogrulanmaktadir. Cok faklilagmadiklar1 i¢in heniiz metastatik
ozellikleri olmayan bu hiicre hatlarindan MKN-45’de invazyonun 23132/87’ye gore
biraz daha fazla oldugu goriilmektedir. Buna karsin daha ¢ok faklilagmis ve metastatik
ozelligi bilinen AGS hiicre hattinin stres altinda daha c¢ok invazyon yaptigin
gormekteyiz. Bu durum bize, oksidatif stresin ¢ok faklilasmamis gastrik kanserde
invazyonu ve metastazi ¢ok az etkiledigi fakat ileri derecede farklilasmis gastrik
kanserde metastas1 hizlandirdigini géstermektedir.

MKN-45"de stres kosullarinda ifadesi artan MMP’lerden MMP-7 ve MMP-14
kisa stireli stres kosulunda (12 saat H,O,’de) daha fazla ifade olurken MMP-1, MMP-
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15, MMP-17 uzun siireli stres kosulunda (24 saat H,0,’de) daha fazla ifade
edilmektedirler. MMP-7 ile MMP-14’{in ifadelerinin 12 saatte fazla olmasi ve 24 saatte
azalmasi literatiirde yer alan bu iki gen arasindaki iliskiyi destekler niteliktedir.
B-katenin ise MKN-45’de stres altinda artis gosterirken, 23132/87°de ifadede hi¢ bir
degisiklik gostermemektedir. B-katenin hiicreler arasi baglantida rol iistlenen bir protein
olarak distiniildiigiinde, 23132/87°de membrandz B-katenin lokalizasyonun goriilmesi
ve stres altinda ifadenin degismemesi, bu hiicrede hiicreler arasi haberlesmenin ve
adezyonun kuvvetli oldugunu, invazyon yeteneginin ise az oldugunu gormektedir.
MKN-45"de ise H,O; ile artan niikleer f-katenin lokalizasyonunu gérmekteyiz. Dolayisi
ile bu hiicrede membrandz B-katenin lokalizasyonunun goriilmemesi ve stres altinda
niikleer lokalizasyonunun artmasi, bir takim genlerin transkripsiyonunu etkileyerek
invazyonu ve metastazi baslatan bir siireci beraberinde getirir.

Stres kosullarinda analizini yapmis oldugumuz MMP genlerinden daha ¢ok
membran tip matriks metalloproteinazlarin (MMP-14, MMP-15, MMP-17) ifadelerinde
bir artisin oldugunu gérmekteyiz. Hiicre yiizeyinde bulunan “urokinaz tip plasminojen
aktivator” (u-PA) sistemi Ozellikle membran tip MMP’lerin aktivitesini diizenleyerek
anjiyojenezde onemli rol oynadiklar1 bilinmektedir [161]. Pek cok kanser tiiriinde
oksidatif stres altinda, u-PA geninin ifadesinde artis oldugu goriilmiistiir. Stres
kosullarinda diger MMP genlerine gore, membran tip MMP genlerinin ifadelerindeki
artisin u-PA sistemi aracilifiyla oldugu diisiiniilmektedir. Oksidatif stres altinda gen
ifadesi artan u-PA sistemi, 6zellikle membran tip MMP’lerin ifadesini de arttirmaktadir.
Hiicre ylizeyinde bulunan bu sistem ile membran tip MMP’ler arasinda tiimor
invazyonunu destekleyen karmasik bir iliski bulunmaktadir.

Antioksidan 6zelligi ile bilinen kafeik asit fenitil ester (CAPE) ksantin oksidaz
siklooksijenaz gibi bazi enzimlerin aktivitelerini inhibe eder. Ayrica transkripsiyon
faktorii olan NF-kB’yi inhibe ederek iltihaplanmay1 6nledigi ve anti-timor 6zelligine
sahip oldugu bilinmektedir [162]. Hiicre hatlarinda H,O, ile yaratmis oldugumuz
oksidatif stresi CAPE ile ortadan kaldirdigimizda, hiicre hatlarinda ifadesi artan
MMP’genlerinin 6nemli derecede ifadelerinin azaldigimi gordiik. Endojen kaynakli
hiicre i¢i stres seviyesi yliksek olan 23132/87 hiicre hattinda H,O, ile ifadesi artmayan
MMP-15 ve MMP-28 genlerinin ifadesi hiicre i¢i stresin ortadan kaldirilmasiyla 6nemli
derecelerde azalis gostermesi, MMP genlerinin ifadesinin hiicrelerdeki oksidatif stres
seviyesi ile yakindan iliskili oldugunu gostermektedir. Ayrica transkripsiyon faktorii

gibi davranan B-katenin ifadesinde goriilen azalis stresin ortadan kalkmasiyla tiimor
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olusumunu tetikleyen diger genlerin ifadesinde de oOnemli azalislar olabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica CAPE kanser hiicreleri i¢in segici bir sitotoksisiteye sahiptir
ve tiimor hiicrelerini apoptosize siiriikler.

Calismanin diger bir amacini1 olusturan RNA miidahalesinin MMP genlerinin
ifadesinde yol acacagi degisiklikleri tespit etmek olmustur. Bunun i¢in MMP’ler
icerisinde sadece AGS hiicresinde ifade olan ve daha cok agresiflige yol actigi
diisiiniilen MMP-3 genine 6zgii bir RNA susturumu gerceklestirilmistir. MMP-3’iin
proMMP-7"yi aktive ettigi ve MMP-7’nin de pro MMP-2 ve pro MMP-9’u aktive ettigi
bilinmektedir. Dolayis1 ile MMP-3"iin susturulmasi ile hiicrede goriilen MMP ifadesinin
azalacagl ve tiimor hiicresinin invaziv ve metastatik 6zelliginin azalacagir kanisina
varilmigtir. Bu caligma bu konuda ilk olmasiyla da ¢alismanin orjinalligini ortaya
koymaktadir. Yapilan calismada MMP-3 geni AGS hiicre hattinda basariyla
susuturulmus olup diger MMP genlerinin ifadesinde azalis ve artiglar goriilmiistiir.
MMP-3’1in susturulmasi1 MMP-15’in ifadesini azaltirken, MMP-10 ifadesini arttirmistir.
Ayrica dokularda yapilan ¢calismada MMP-3’tin MMP-2 ve MMP-12 ile aralarinda bir
korelasyonun goriilmesi sonucu (p<0.01) MMP-3’iin literatiirde heniiz bilinmeyen diger
MMP’leri de regiile edebilecegi diisiincesiyle susturulmustur. Ayrica, hiicre igerisinde
endojen reaktif oksijen tilirlerinin olusmasinda gorev alan Rac-1 ve Rac-2 genleriyle de
yakindan iliskili oldugu bilinmektedir [163] MMP-3’iin susturulmasi bu baglamda da
bir 6nem kazanmaktadir.

Substrat 6zgiilliigii bakimindan ayni1 grupta yer alan MMP-3 ve MMP-10
yakin iligki igerisinde olan proteinlerdir. Doku gelisimi, immiin cevap ve tiimor
hiicresinin invazyonunda bu genlerinin ifadesi biiylik 6nem kazanmaktadir. Dolayis1 ile
paralel yonde ¢aligan bu iki genden (MMP-3 ve MMP-10) birinin susturulmasi digerinin
ifadesini arttirmis olabilir. MMP-3"1i susturdugumuzda MMP-10"nun ifadesinin artmasi
bu yonlii bir iliskiden kaynaklaniyor olabilir.

Yapilan caligmalarda MMP-15’in akciger, prostat, melonoma gibi ¢esitli
kanser tiirlerinde anti-apoptotik bir gorev iistlendigi gortilmistiir. Tiimor invazyonunu
destekleyen MMP-15’in siRNA ile susturulmasi sonucunda hiicrelerde apoptozoraninin
arttigr goriilmiistiir [164]. Yapmis oldugumuz c¢alismada MMP-3’lin susturulmasi
sonucu MMP-15’1n ifadesinde goriilen azalis bu noktada biiyiik bir 6nem kazanmaktatir.
Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi gastrik kanserde de MMP-15’in anti apoptotik bir
rol tstleniyor olmast ve bu genin ifadesinin MMP-3 geninin ifadesine paralel olarak

azalmasi, bu kanserin tedavisinde kullanilacak kilit bir noktay1 ortaya koymaktadir.
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Dolayis1 ile pek c¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi gastrik kanserde de MMP-3, diger
MMP genlerinin ifadesini etkilemesi bakimindan 6nemli bir markir gen olmaktadir.

Son zamanlarda kanserin RNAI teknolojisiyle tedavi edilmesine yonelik olarak
bazi kanser tiirlerinde anahtar rol iistlenen MMP’ler susturulmustur [165, 166]. Gastrik
kanserde de MMP-3 genin diger MMP’leri regiile etmesiyle kilit bir géreve sahip
olabilecegi diisliniilmektedir. Bu genin kanserin RNAi temelli terapisinde dnemli bir yer
alacag1 ve yapilacak olan ileri c¢alismalar ile daha etkili sonuglar ortaya koyacagi
diistiniilmektedir. Literatiirde heniiz MMP’ler arasindaki regiilasyonun nasil oldugu tam
olarak bilinmemektedir ve bu karmasik regiilasyon ag1 kanser tiiriine gore de degisiklik
gostermektedir. Burada elde edilen verilerin bu karmagikliga bir dl¢iide ¢6ziim olacagi

ve yeni ¢aligmalara 151k tutacagi 6n goriilmektedir.
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VERDIGI SEMINERLER
Kanser kemoterapisinde kullanilan bakteriyel orijinli bir enzim: L-asparajinaz
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