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OZET

MATRIKS METALLOPROTEINAZ 1 (-1607 G/2G), 3 (-1171 5A/6A) VE 9
(-1562 C/T) PROMOTOR POLIMORFIZMLERININ OBSTRUKTIF
UYKU APNE SENDROMU ILE ILiSKiSi
YUKSEK LISANS TEZI
MEVLUT KOCAK
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJI VE GENETIK ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: DR. OGR. UY. AYLA SOLMAZ AVCIKURT)
BALIKESIR, HAZIRAN - 2019

Matriks metalloproteinazlar (MMP'ler), hiicre dis1 matriksin bilesenlerini
ve sayisiz matriks olmayan proteinleri pargalayabilen ¢inkoya bagl
proteinazlardir. Matriks Metalloproteinaz-1 (MMP1), fibril kollajenleri ve elastin,
fibronektin, agrekan ve versikan gibi birkag temel ECM bilesenini dogrudan
pargalayabilir. MMP1 promotor bélgesi -1607 pozisyonunda G/2G olarak bilinen
polimorfizm bir guaninin eklenmesi veya silinmesine bagli olarak ekspresyon
seviyesini etkilemektedir. MMP3 promotor bolgesi -1171 (-1612) pozisyonunda
5A/6A olarak bilinen polimorfizm bir adenin bazinin delesyonundan
kaynaklanmaktadir. MMP9 promotor bolgesi -1562 pozisyonunda C/T olarak
bilinen polimorfizm, C niikleotidin T niikleotidi ile yer degistirmesiyle meydana
gelir. Uyku Apne Sendromu, uyku sirasinda solunum duraklamalari ile
karakterize birincil uyku bozuklugudur. Uyku Apne Sendromu’nun alt tipi olan
obstriiktif uyku apnesi (OSA) gittikge yayginlasan uyku ile ilgili solunum
bozuklugudur. Heniiz Uyku Apne Sendromu’na neden olan mekanizma kesin
olarak bilinmemektedir. Bu ¢alismada MMP-1, MMP-3 ve MMP-9°iin gen
ekspresyon seviyesini etkileyen promotor polimorfizmlerinin uyku apne
sendromu ile iligkisi arastirildi.

MMP-1 (-1607) G/2G, MMP-3 (-1171) 5A/6A ve MMP-9 (-1562) C/T
genlerinin promotor bdlgesindeki polimorfik bélgenin genotipini belirlemek i¢in
PZR-RFLP yontemi kullanildi. Hasta ve kontrol grubu yas ve cinsiyet agisindan
degerlendirildiginde anlamli farklilik bulunmadi. Viicut Kitle Indeksi hasta
grubunda anlamli yiiksek bulunmustur (p=0,01**). MMP1 -1607 Genotip
dagihminda G/G varyant1 hastalarin %43,5’inde goriilmustiir. Kontrol grubunda
ise G/2G varyanti %52,6’sinda gozlenmistir. Hasta ve kontrol grubu arasinda
varyant dagilimi istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,037). MMP3 -1171 genotip
dagiliminda 5A/6A varyanti kontrol grubunda %88.7 oraninda goriilmiis fakat
gruplar arasi varyant dagilimi anlamli ¢ikmamistir. MMP9 -1562 genotip
dagiliminda hem hasta hem de kontrol grubunda C/C varyanti daha sik izlendi.
Gruplar arasi varyant dagilimda istatistiksel olarak anlamlilik yoktu.

ANAHTAR KELIMELER: Matriks metalloproteinaz, MMP-1, MMP-3, MMP-
9, obstriiktif uyku apnesi, PZR, RFLP, promotor.



ABSTRACT

THE RELATIONSHIP BETWEEN MATRIX METALLOPROTEINASE 1
(-1607 G/2G), 3 (-1171 5A/6A) AND 9 (-1562 C/T) PROMOTOR
POLYMORPHYSMS WITH OBSTRUCTIVE SLEEP APNEA

SYNDROME
MSC THESIS
MEVLUT KOCAK
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. AYLA SOLMAZ AVCIKURT )
BALIKESIR, JUNE 2019

Matrix metalloproteinases (MMPs) are zinc-bound proteinases that can
disrupt the components of the extracellular matrix and numerous non-matrix
proteins. Matrix Metalloproteinase-1 (MMP1) can directly break down fibril
collagen and a few basic ECM components such as elastin, fibronectin, aggrecan
and versikan. The polymorphism, known as G/2G at the position of the MMP]
promoter region -1607, is affected by the expression or deletion of a guanine. The
polymorphism known as 5A/6A in the MMP3 promoter region -1171 (-1612)
originates from the deletion of an adenine base. Polymorphism, known as C/ T in
the MMP9 promoter region at position -1562, takes place by replacing the C
nucleotide with the T nucleotide. Sleep Apnea Syndrome is a primary sleep
disorder characterized by respiratory pauses during sleep. Obstructive sleep apnea
(OSA), the subtype of Sleep Apnea Syndrome, is an increasingly common form of
sleep-related respiratory distress. The mechanism that causes the Sleep Apnea
Syndrome is not known exactly.

In this study, we investigated whether promoter polymorphisms that affect
the gene expression level of MMP-1, MMP-3 and MMP-9 are related to sleep
apnea syndrome. MMP-1 (-1607) G / 2G, MMP-3 (-1171) 5A/6A and MMP-9 (-
1562) PCR-RFLP method was used to determine the genotype of the polymorphic
region in the promoter region of the C/T genes. No significant difference was
found between the patient and control groups in terms of age and gender. Body
Mass Index was found to be significantly higher in the patient group (p=0,01%%).
MMP1 -1607 G/G variant in genotype distribution was seen in 43.5% of patients.
In the control group, 52.6% of the G / 2G variant was observed. Variant
distribution was statistically significant between the patient and control groups (p
= 0.037). In the MMP3 -1171 genotype distribution, the SA/6A variant was seen
as 88.7% in the control group, but the variance distribution among the groups was
not significant. MMP9 -1562 genotype distribution was observed more frequently
in both patient and control groups. There was no statistically significant difference
between the groups.

KEYWORDS: Matrix metalloproteinase, MMP-1, MMP-3, MMP-9, obstructive
sleep apnea, PCR, RFLP, promotor.

ii



ICINDEKILER

Savfa
OZET civivncusiscosmiussvinmossadissenons s ismiisisii s o s s sssessse i s i
T 513 T i T SR —— ii
[CINDEKILER. T — iii
SERIL, LISTEST ssmssninmerssvnsmsminssss s s s v
TABLO LISTEST ...ccconiiiniriiirsssisssicsisssnsesssssmssssmssssmmessssmsssssmssssssenes vi
SEMBOL LISTERL:amnvmmmminmms s e i ows s viii
OIS0 55555553 S RSSO SRR X
Lo GIRIS ittt bbb asss s abs b 1
1.1  Matriks Metalloproteinazlar (MMP 1er) s |
[.1.1  MMP'lerin TariRgesi ..c.ecueeeeiecieeeeereeiteeeeee e 2
1,12, DAMPPIEEIN YHIIBL . coonssescnessnsanessnssnmnnessnsesessnssnans sossiis diasssisaiianisssanssioiin 3
113 MMPlerin BmiflandimImast.. s 5
1.1.4  MMP’lerin Substratlart ........cccccovveriiiiiinee 7
I3  MMPlerin EtkinliSmiin DUzenlenitnes] wommmssesmissimismsg 10
1.1.5.1 Transkripsiyonel DUZenlenme .........ccoceeveererirenienienrerieninenenesans 11
1.1.5.2 Proenzim Asamasinda Diizenleme..........ccccoeeiiniinininiinincnns 11
1.1.53 Bnzim Altivitesinin Inhibe ERlmesi, .o 12
1.1.6  MMP’lerin Fizyolojik ve Patolojik Stireglerdeki Rolleri .................13
e I . o 13
LB BIMPER insivnssimmsssmssssvsissmmms s s s s s e i s 14
L.1.9  IMMP=0 ittt bbb b 15
I B < g e 17
1.2.1  Obstritktif Uyku APnesi.....ccovevveviiiiiininincneiinneensnseeenes 18
1o3:  ANAC .oovrrnsssmnasosnsoissisdsiesss sssmmys o ross i S W S T S 18
Z: MATERYAL VE METOD .ccuussmnissssssumsossnessinasissvissssmsssneiics 20
2.1 MALEIYAL oo e e 20
2.1.1  Caligmada Kullanilan Cihazlar .. .o waminmasaminmisssssin 20
2.1.2  PZR-RFLP Calismalarinda Kullanilan Malzemeler. ......c......c.cceeeee. 21
2.1.3  PZR Calismalarinda Kullanilan Primerler. .......ccccocevinniiiiininnn 22
214  RFLP Calismalannda Kullamilan Enzimler .ocascsmmsesasmsn 23
2.1.5 PZR Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler .........ccocvvinniiiiininnnne. 23
2.1.6  Agaroz Jel Elektroforezi Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler .......24
2.2 Mot A 24
2.2.1  Biyoinformatik ANaliz .......ccccocereeeeeieneneneneeneeee e 24
2.2.1.1 PZR-RFLP Caligmasi i¢in Primer Tasarimi ve Kesim Enzimi
2T i DT 24
222 Genotip ANaliZi. ..o 28
3221 Genomik DNA Izolasyontl. .. s 28
2.2.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)......cccoccovininiinniniiiinnen, 30
2.2.2.3 PZR Uriinlerinin Restriksiyon Parga Uzunluk Polimorfizmi
(PZBSRFLP) cssinmommmmsssmmssssssemsssamsessessemmmsessosvimmmsiss 31
2224 Agaroz Jel Elektroforezi .....cccccooevenicnincnncncnecccn 35

iii



223 Istatistiksel ANliZ.......cococoereieiiieiiiieieeeecee e 37

3. BULGULAR cccicicoccinsivmmsimmimmsisis s o o siesssssb s sassisvosnssisins 38

3.1 Polimeraz Zingir ReadkSiyont. cosssussvwesmmmsvmmnnssssmssssvoiss 38

3.1.1  MMP-1~ 1607 G/2G PZR ULinii ...coeerreveererererersessessenessesesesenns 38

312  MMPL-1812 (1T SAI6A PZR Urlintl soeesimsnssmssnsnsen 39

3.1.3  MMP9 -1562 C/T PZR Urlinfi .cvvvvevrerrrerreeeresiesessessssssnssesesssssseens 40

3.2 PZR-RFLP UMINIET c.ucuevivieiiereeciereeeie e eeese e sessaes s ssssssssasssssssesssesns 40

32,1 MMP -~ 1607 GG PZR-BFLF Urinil s 41

322 MMP3-1612 (-1171) 5A/6A PZR-RFLP Uriinti ......cooverrvrerrrernnnns 42

123 MMP9-1562 C/T PZR-RELP Uit st 43

3.3 Istatistiksel BUIGUIAT .......ccooicviriieiiiiieies s 43

3.3.1  Calismaya Katilan Hasta ve Saghkl Grubu Ozellikleri ................... 43
332  MMP-1-G/2G MMP-3-5A/6A ve MMP-9 C/T allelerin

H-Weinberg ESitlii. ..cocererviencniiiiiiiiiiicciiiciccicnies 45

3533 MMPI] -1607-Genotip Dagilimar .......cowsommmsiieaismnsn 49

334 MMP3-<117]1 Genotip Dagihmlars ..ocaamsmsasamnnmmmsesey 50

3.3.5  MMP9 -1562 Genotip Dagilimlart ......cccccoveiiiiiiiiiiiiieec, 51

4. SONUC VE TARTISMA soosivsissessi iy s s oass e 53

8. KAYNAKL AR ... cunusssumcsvsssusisvosvsssssissimississssssassvsssssssisssssissssnsmsamansmansi 59

6. EKLER i vinimminaianbnimssmaamsisns i i emassamme 71




SEKIL LiSTESI

Sekil 3.1:

Sekil 3.2:

Sekil 3.3:

Sekil 3.4:

Sekil 3.5:

Sekil 3.6:

Sekil 3.7

MMP-1 -1607 G/2G polimorfik bélgesinin PZR {iriinii,

50 bp marker kullanilarak elde edilen % 1,5’luk agaroz
BTy ) T —— 39
MMP-3 -1612 (1171) 5A/6A polimorfik b&lgesinin

PZR iiriinii, 100 bp marker kullanilarak elde edilen % 1,5’ luk
agaroz jeldeki goriiatiislh. ...vammmamanmanrams sy 39
MMP-9 -1562 C/T polimorfik bélgenin PZR triint, 100 bp

marker kullanilarak elde edilen % 1,5’luk agaroz jeldeki

F015] U] 5103 (RO 40
MMP-1 -1607 G/2G polimorfik bélgesinin PZR iiriinii Alwl
(BspPI) enzimi ile kesilip 100 bp marker kullanilarak elde

edilen % 3,5’luk garoz jeldeki goriintiisii... 42
MMP-3 -1612 (1171) 5A/6A polimorfik bolgesmm PZR tirlinti
Psyl (Tth1111) enzimi ile kesilip 100 bp marker kullanilarak

elde edilen % 3,5’luk agaroz jeldeki goriintisii. .. cereeneenennennen 42
MMP-9 -1562 C/T polimorfik bélgesinin PZR firiinii Pael

(Sphl) enzimi ile kesilip 100 bp marker kullanilarak elde edilen

% 3,5 ke prrn e ldeld EOHINLIRY: sonsammmimrraenssmIE 43
OSA hasta grubundaki AHI skorlama dagilimi. ..........cccccvmveneen. 45



TABLO LISTESI

Tablo 1.1: MMP’lerin siniflandirilmasi.......ccoceeeveriieniienicniccsieseee e 6
Table 1.2: NMMP lerive substratlan. ...oommmaunsmanmmmmmanssevssvinse 9
Tablo 2.1: Calismada kullanilan cihazlarin listesi.......ccevevrveinveeniveninnieenns 20
Tablo 2.2: PZR-RFLP g¢alismasinda kullanilan malzemelerin listesi.............. 21
Tablo 2.3: PZR'da kullanilan primerlerin listesi......cimanmnnnesmnssmne 22
Tablo 2.4: RFLP reaksiyonunda kullanilan enzimlerin listesi..........ccconennne. 23
Tablo 2.5: PZR calismasinda kullanilan ¢ézeltilerin listesi.......ccooevevninennene. 23
Tablo 2.6: Agaroz jel elektroforezi ¢alismasinda kullanilan ¢ozeltilerin

TISHRRH, . ommiiih i it ks sSSP PR A i 24
Tablo 2.7: MMP1 -1607 G/2G PZR ile gogaltilacak DNA bglgesi. ............... 75
Tablo 2.8: MMP3 -1612 5A/6A PZR ile ¢ogaltilacak DNA bdlgesi. ............. 23
Tablo 2.9: MMP9 -1562 C/T PZR ile ¢ogaltilacak DNA bdlgesi. .......cevene. 26
Tablo 2.10: Hedef genlerin PZR-RFLP ¢alismasi i¢in tasarlanan primerler. ..27
Tablo 2.11: Secilen kesim enzimleri ve kesilen allel tipleri. ......ccccooriininnn 27
Tablo 2.12: PZR-RFLP sonucunda beklenen bant biyiikliikleri

ve genotip analizi. .....cceciivinininiiii 28
b (0 e S = L DT — 30
Table:2.14: Hedef penlerin PER loogillar. commsmmmmebumsmmassosons 31
Tablo 2.15: MMP-1 — 1607 G/2G RFLP reaksiyon i¢erigi........cccceevriinenuenns 32
Tablo 2.16: MMP-1 — 1607 G/2G RFLP {iriinti ve genotip tipleri......c.cccveu.... 32
Tablo 2.17: MMP3 -1612 5A/6A RFLP reaksiyon igerigi........cccceeverienennnnnnn 33
Tablo 2.18: MMP3 -1612 5A/6A RFLP tiriinti ve genotip tipleri.................... 33
Tablo 2.19: MMP9 -1562 C/T RFLP reaksiyon igerigi. .........cccecvvrververnernennes 34
Tablo 2.20: MMP9 -1562 C/T RFLP tiriinii ve genotip tipleri. .....ccccvnenienn 35
Tablo 2.21: Agaroz jel elektroforezi ¢alisma igerikleri ve sartlarl.................. 36
Tablo 3.1: Demografik 6zelliKIer. .......cccovcvvviniiiiiniiiiiiiiiic 44
Tablo 3.2: OSA ve Kontrol grubun demografik ézelliklerin dagilimi. ........... 44
Tablo 3.3: OSA hasta grubunda MMP-1 G/2G alleli igin H-Weinberg

ESIIIZT (NT85) 1o 46
Tablo 3.4: OSA hasta grubunda MMP-1 (p+q=1).ccccccecvviiniinininnniiniineinnn 46
Tablo 3.5: Kontrol grubunda MMP-1 G/2G alleli i¢in H- Wemberg esltllgl

(n=97)... .46
Tablo 3.6: Kontrol grubunda MMP 1 (p+q 1) .............................................. 46
Tablo 3.7: OSA hasta grubunda MMP-3 5A/6A alleli icin H-Weinberg

Eartligl (=80 ) nusemnne e srsenen e s 47
Tablo:3.8: DS A hasta grubunda MMP=3 (pHg=1)iuwsmussasmsmmmsmimisssie 47
Tablo 3.9: Kontrol grubunda MMP3 5A/6A alleli igin H-Weinberg esitligi ..47
Tablo 3.10: Kontrol grubunda MMP3 5A/6A (pTq=1) ..ccoovvvvvnininicniinnnnnn 48
Tablo 3.11: OSA hasta grubunda MMP-9 C/T alleli icin H-Weinberg esitligi

(585 ettt 48
Tablo 3.12: OSA hasta grubunda MMP-9 (p+0=1). ccccceviriiinnnesisnssinsvsseessonses 48
Tablo 3.13: Kontrol grubunda MMP-9 C/T alleli i¢in H-Weinberg esitligi

(IR ) e i S AT e S Y R B s 49
Tablo 3.14: Kontrol grubunda MMP-0 (Hg=1 )i v 49

Tablo 3.15: MMP1 -1607 genotip dagilimlart. ........cccovviiiviiiivniniinnnn. 50

Vi



Tablo 3.16: MMP3 <1171 genetip dafihmlary. ......mnmsaramiass 50
Tablo 3.17: MMP9 -1562 genotip dagilimlart. ......cccoceviniiiiiiiniiiincnee. 51

vii



SEMBOL LISTESI

MMP : Matriks metalloproteinaz

ECM : Ekstraselliiler matriks

TIMP : Matriks metalloproteinaz doku inhibitorleri
Zn : Cinko

Ca : Kalsiyum

NMR : Niikleer manyetik rezonans

CAT : Katalitik

Hpx : Hemopeksin

MT-MMP  : Membran tipi MMP.

GPI : Glikosilfosfatidil-inositol

IeG : Immunoglobulin G

SNP : Tek niikleotid polimorfizmi ‘Single nucleotide polymorphism’
RFLP : Restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi
PZR : Polimeraz zincir reaksiyonu

TNF : Tiimor nekrozis faktor

IL-1 : Interlokin-1

NF-Kb : Niikleer faktor-kappa B

MAPK : Mitogen activated protein kinaz
TGF : Transforming growth faktor

tPA : Doku plazminojen aktivator

uPA : Urokinaz tipi plazminojen aktivator
MI : Miyokard iskemisi

ERK : Extracellular-regulated kinase

AP-1 : Aktivator protein-1

bp : Baz cifti (bg) ‘Base pair’

GAG : Glikozaminoglikanlar

uPAR : Urokinaz tipi plazminojen aktivator reseptérii
PI3K : Fosfatidilinozitol-3’-kinaz

JNK : ¢-Jun N-terminal kinase

NO : Nitrik oksit

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

PAI-1 : Plazminojen aktivator inhibitorii-1

aa : Amino asit

BBB : Kan-beyin bariyeri

kDa : Kilodalton

PAR-1 : G proteinine bagli reseptor-1

AP-2 :Aktivator protein-2

PEA-3 : Polima gliglendirici aktivite-3
7BP-89 : Cinko baglayici protein-89

FN2 : Fibronektin tip 11

Cys : Sistein

SAF -1 : Serum amiloid A aktive edici faktor-1

SP-1 : Spesifik protein 1

viii



AHI
OSA
TAE
EtBr
EDTA
HNC
ESCC
EAC
Cp
DN
GBM
DVT
KKY
T2DM
CAS
KAH
DMI
MS
nm

: Apne-hipopne indeksi

: Obstriiktif uyku apnesi

:Tris asetik asit EDTA

: Etidyum bromid

: Etilendiamin tetra asetik asit

: Bas ve boyun kanseri

: Ozofagus skuaméz hiicreli karsinom
: Ozofagus adenokarsinom

: Kronik periodontitis

: Diyabetik nefropati

: Glomeriiler bazal membran

: Derin vendz trombozu

: Kronik kalp yetmezligi

: Tip 2 diabetes mellitus

: Koroner arter darlig1

: Koroner arter hastaligi

: Mikrovaskiiler komplikasyonlar
: Multipl skleroz

: Nanometre



ONSOZ

Bu ¢alisma konusunun belirlenmesinde ve galisma basamaklarinin her
asamasinda bilgilerini, tecriibelerini, degerli zamanlarini, sabrin1 ve hosgoriisiinti
esirgemeyen, bana her firsatta yardimer olan danismanim Sayin Dr. Ogretim
Uyesi Ayla SOLMAZ AVCIKURT’a, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim
Baskanimiz degerli hocam Sayin Prof. Dr. Feray KOCKARa,

Her zaman yanimda olan, maddi ve manevi destegini esirgemeyen aileme,
Annem Ferisnaz KOCAK’a, Babam Abdulaziz KOCAK’a, Ablam ve Kardeslerim
Fatma KOCAK’a, Vedat KOCAK’a, Kadir KOCAK’a, Firat KOCAK’a, Serhat
KOCAK’a, Tuba KOCAK’a, Yegenlerim Ozgiir KOCAK’a, Baris KOCAK’a ve
Tuba KOCAK’a,

Yiiksek Lisans siirecinde her zaman yanimda, olan maddi, manevi
destegini esirgemeyen, ev arkadasim, Sayin Ehed Muhammed AYMAZ’a,

Yiiksek lisans egitimim boyunca tanimaktan keyif aldigim degerli
arkadaslarim, Kamil TOK’a, Ay¢a CELICEKEN’e, Pakize OZKAYA’ya, Irem
AKINCI’ya, Ulas KUMRAL’a, Niyazi COMERT’e, Tugge BEYCIC’e,

Sonsuz tesekkiirlerimi, sevgi ve saygilarimi sunarim.



1. GIRIS

1.1 Matriks Metalloproteinazlar (MMP’ler)

Matriks metalloproteinazlar (MMP'ler), hiicre dis1 matriksin bilesenlerini ve
sayisiz matriks olmayan proteini parcalayabilen ¢inkoya bagl proteinazlardir [1].
MMP'lerin ¢ogunda, katalitik domainde karakteristik ¢inko baglama motifi
HEXXHXXGXXH olan histidin rezidi bulundurur [2]. Matriksinler olarak da
adlandirilan  Matriks Metalloproteinazlar (MMP'ler), MEROPS veritabaninda

(http://www.merops.sanger.ac.uk/) ¢inko metalloproteaz ailesi metzinkin (M10)’in

alt familyasina ait olarak smiflandirilir [3]. MMP'ler, katalitik alandaki ¢inko
atomunun, prodomain igindeki sistein rezidiisiiniin siilfhidril grubu ile etkilesimi
nedeniyle aktif olmayan latent zimojenler (pro-MMP'ler) olarak salgilanirlar [4]. Pro-
MMP'lerin aktivasyonu, genellikle diger MMP'ler veya diger proteazlar tarafindan
hiicre dis1 olarak gerceklestirilir [5]. MMP'ler, kolajen, jelatin, elastin ve fibronektin
gibi matriks proteinlerin yani sira, biiylime faktorleri, kemokinler ve adezyon
molekiilleri gibi matriks olmayan substratlarin pargalanmasindan da sorumludur [1].
Kollajen (tip I'den X’a kadar ve XIV), MMP'lerin bilinen substratlaridir. MMP'ler
bazi ekstraselliiler matriks (ECM) proteinlerinin yikimindan sorumludur ve tam
yikimin gergeklestirmek i¢in birkag MMP'nin ortak etkilesimi gerekebilir. MMP-1 ve
MMP-8, fibril heliksleri parcalara ayirir ve tiglii sarmal yapilarmi acar. Bu sekilde
olugturulan tekli o-zincirleri daha sonra jelatinazlar (MMP-2 ve MMP-9) ile
oligopeptidlere indirgenir [6]. Hiicre yiizeyindeki biyoaktif molekiilleri etkileyerek
sinyal yollarint modiile ederler [7]. MMP'ler, hiicre-matriks bilesimini diizenleyen
ana enzim grubudur [8]. MMP'ler hiicre disi proteinlerdir, ancak MMP-1, MMP-2 ve
MMP-11 hiicre icinde de bulunarak hiicre i¢indeki proteinlere etki edebilmektedirler
[3]. MMP'ler normal fizyolojik kosullarda homeostaziyi korumak igin genellikle

diistik seviyede sentezlenirler [8].



MMP'ler embriyolojik gelisimden apoptoza kadar birgok hiicresel siiregte yer
alirlar [9]. Hiuicre c¢ogalmasimi, gogtinii ve farklilasmasini destekleyip, hiicre

apoptozisinde, anjiyogenezde, doku onariminda ve immiin yanitta rol oynarlar [7].

Ayrica artrit, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve periodontal hastaliklar
gibi bircok patolojik siireclerde rol oynarlar [9]. MMP'ler, fibroblastlar, osteoblastlar,
endotel hiicreleri, makrofajlar, nétrofiller ve lenfositler dahil olmak iizere pro-
enflamatuar hiicreler tarafindan sentezlenir [10]. MMP'lerin etkinligi ti¢ farkh
asamada kontrol edilir. Bu asamalar; transkripsiyon asamasinda diizenlenme,
proenzim asamasinda diizenlenme (zimogen aktivasyonu) ve aktif formlarin Matriks
Metalloproteinaz Doku Inhibitérleri (TIMP'ler) veya ay-Makroglobulin tarafindan
inhibe edilmesi seklindedir [3, 9]. MMP’lerin transkripsiyonel diizenlenmesi

hormonlar, biiyilime faktorleri ve sitokinler tarafindan belirlenir [10].

1.1.1 MMP'lerin Tarihgesi

Matriks metalloproteinazlar’dan ilk defa 1949 yilinda timdr biiylimesinde ve
anjiyogenezde oynadigi rolleri nedeniyle depolimerize edici enzimler olarak
bahsedilmistir [11]. MMP'ler, ilk defa 1962 yilinda Jerome Gross ve Charles Lapiere
tarafindan kurbaga yavrusu dokusunda kollajenolitik aktivite sergileyen enzim olarak
tanimlandi [12]. Eisen ve arkadaglari 1968 yilinda ilk insan MMP’sini deriden izole
etti [13]. 1974 yilinda, aym1 zamanda jelatinaz B olarak da bilinen Matriks
Metalloproteinaz 9 (MMP-9) kesfedildi [14]. 1990 yilinda, enzimleri inaktif formda
tutmaktan sorumlu bir “sistein anahtar’” mekanizmasi oldugu kesfedildi. Insan
genom diziliminin tamamlanmasindan sonra, yirmi dort farkli genin bir grup insan
MMP'sini kodladig tespit edildi [15]. Ayrica matriksinler meyve sinegi (Drosophila
melanogaster), nematod (Caenorhabditis elegans), denizkestanesi (Paracentrotus
lividus), hydra (Hydra vulgaris) gibi omurgasizlarda ve bitkilerde (Arabidopsis
thaliana) bulundu [16].



1.1.2 MMP’lerin Yapisi

MMP’ler, proteazlarin metzinkin siiper ailesine ait endopeptidazlar veya
matriksinler ailesinin tiyesidirler. MMP'ler, ECM'nin ¢esitli protein bilesenlerini
bozan, yiiksek oranda homolog, multidomain, ¢ginko (Zn2+) ve kalsiyum (Ca2+) iceren

metalloproteinazlardir [7].

MMP ailesi tiyelerinin ti¢ boyutlu yapisi niikleer manyetik rezonans (NMR)
ve X-1sin1 kristalografisi ile belirlenmistir [15]. MMP'ler, sinyal peptit b&lgesi
(predomain) ve bunu takip eden yaklasik 80 amino asitlik N-terminal prodomain
(propeptit), yaklagik 170 amino asitlik katalitik (CAT) domain, degisken uzunluktaki
mentese bélgesi (Linker), yaklagik 200 amino asitlik C-terminal hemopeksin benzeri

(Hpx) domainden olusur [2, 17].

Bu domain yapisi bazi MMP’lerde farklilik gésterir [7]. MMP-2 ve MMP-9,
katalitik domainde 3 tekrarhh fibronektin tip II motifine sahiptirler [7, 17].
Matrilisinler (MMP-7 ve MMP-26) ve MMP-23 linker bdlgesinden ve hemopeksin
domaininden yoksundurlar [17]. MMP-23, katalitik domainden sonra benzersiz bir
sistein bakimindan zengin b&lge ve immiinoglobulin benzeri prolin bakimindan
zengin bir bolge icerir. MMP-11, MMP-21, MMP-28 ve biitiin Membran Tipi
MMP'ler, propeptidin C-terminalinde furin benzeri enzim tanima motifine sahiptirler
[7]. Tip I Membran Tipi MMP'ler (Tip I MT-MMP), ek olarak bir transmembran
(TM) domain ve TM domainini takip eden kiigiik bir sitoplazmik kuyruk (tail)
icerirler [2, 7]. Glikosilfosfatidil-inositol (GPI)’a bagli Membran Tipi MMP'ler
(MMP-17 ve MMP-25) ise C-terminalde bir glikosilfosfatidilinositol (GPI) rezidiiye
sahiptirler [7].

MMP’lerin gogu ii¢ énemli 6zellik gosterir. ik olarak, MMP'ler kollajenaz-1
(MMP-1) ile homoloji gdstermektedirler. MMP-7, MMP-23 ve MMP-26, baglayici
peptit ve hemopeksin domainden yoksun olduklari i¢in farkhlik gosterirler. Ayrica
MMP-23, katalitik domainin C-terminalinden hemen sonra benzersiz bir C-terminal
sistein bakimindan zengin domain ve bir immiinoglobulin benzeri domain igerir [7,
18]. lIkinci olarak, prodomain bélgelerinde MMP'leri inaktif proMMP zimojen
formda tuttuklari bir sistein anahtar1 motifi PRCGXPD igerirler [17].



MMP-23 ve MMP-28 prodomain’deki sistein baglama motiflerindeki
farkliliklarindan dolayr istisnalardir. MMP-23 bir sistein anahtar1 motifi olan
PRCGXPD’den yoksun olup farkl bir ALCLLPA sekansini icerir. MMP-28 ise biraz
farkli bir sistein anahtar motifi olan PRCGVTD'ye sahiptir [19, 20]. Ugiincii olarak,
MMP'lerin  katalitik domaininde ¢inko  (Zn®") baglama motifi olan
HEXXHXXGXXH olan histidin rezidii bulunur [7].

1. Predomain (Sinyal peptit boélgesi): MMP'yi endoplazmik retikuluma (ER)

yonlendiren bir N-terminal dizisidir [21].

2. Prodomain (Propeptit bolgesi): Prodomain, enzimleri inaktif halde tutan
bolgedir [21]. Yaklastk 80 amino asit icerir [22]. Sistein rezidiiniin Kkatalitik
domaindeki katalitik Zn*" ile koordine ettigi ve proMMP'yi inaktif bir yapida tuttugu
"sistein anahtart" motifi PRCGXPD bulundurur [6].

3. Katalitik domain: MMP'lerin katalitik domaini proteolitik aktiviteye sahiptir. Bu
bdlge, bes P katmani, li¢c heliks ve baglant1 halkasindan olusur. 170 amino asitten
olusur ve metiyonin dénglisii olarak bilinen benzersiz bir yap1 olusturan metiyonin
ile iliskili ¢cinko baglayict bir motif (X'in herhangi bir amino asidi temsil ettigi (His-
Glu-His-XX-XXXX-Gly-His) icerir. Katalitik bdlge, iki ¢inko iyonu ve iki veya lig
kalsiyum iyonu igerir. Aktif bdlgede bulunan ilk Zn** iyonu dogrudan katalitik
islemlere katilir. ikinci Zn** iyonu ve Ca®* iyonlari, katalitik bolgedeki Zn**
iyonundan yaklasik 12 nm uzakliktadir. Katalitik alan yapisinin stabilize edilmesi

i¢in kalsiyum iyonlari gereklidir [22].

4. Mentese Bolgesi (Linker peptit, Prolinden zengin bdélge): Hemopeksin benzeri
etki alani ile katalitik domain arasinda bulunan bélgedir. MMP-9 enzimin islevi icin

kritik olabilecek esnekligi saglar [23].

5. Hemopeksin benzeri bolge: Hemopeksin benzeri bolge, kollajenaz igin
karakteristiktir ve interstisyel kollajendeki spesifik amino asit dizilerinin
pargalanmasi i¢in gereklidir [22]. MMP’lerin substrat tanimasinda Snemlidir [24].
MMP-7, -26 ve -23 disinda, tiim MMP ailesi liyelerinin substrat tanimada, proteolitik

aktivitede ve inhibitdr baglanmasinda rol oynadigi bilinen bir bélgedir [21].



1.1.3 MMP’lerin Smiflandirilmasi

Bugiine kadar insana ait 26 MMP kesfedilmistir [25]. MMP'ler MMP-1 den
baslanarak MMP-28 kadar numaralandirilmigtir. Daha sonra MMP-29 dahil
edilmistir [11, 25]. MMP'ler, substrat spesifikligi ve homolojisi bakimindan
kollajenazlar, jelatinazlar, stromelisinler, matrilisinler, membran tipi MMP'ler ve

diger MMP'ler olmak tizere alt1 aile grubuna ayrilabilir [26].

1. Kolajenazlar arasinda MMP-1 (interstisyel kollajenaz), MMP-8 (nétrofil
kollajenaz), MMP-13 ve MMP-18 bulunur. Bu MMP'ler ticlii sarmal yapiya sahip
fibriller kollajen tip I, II ve IIl'iin karakteristik 3/4 ve 1/4 oraninda pargalara
ayrilmasinda onemli rol oynarlar., Bu MMP’ler 6nce fibriller kollajenlerin iiglii
sarmal yapisini gevsetirler, ardindan da peptid baglarini hidrolize ederler. MMP'lerin
C-terminal hemopeksin (Hpx) alanlari, dogal fibriller kollajenin par¢alanmast igin
zorunludur. Katalitik alanlar ise kollajen olmayan protein ve peptidlerin

parcalanmas i¢in gereklidir [7, 27, 28].

2. Jelatinazlar grubunda MMP-2 ve MMP-9 bulunmaktadir. MMP-2 ve
MMP-9, MMP ailesindeki diger proteinazlara yapisal olarak benzerlik gosterirler.
Fakat katalitik domainin N-terminalinde jelatinin baglanmasi ig¢in gerekli olan
fibronektin tip II benzeri 3 tekrar bolgesinden olusan ayri bir kollajen baglanma
domainine sahip olmalari bakimindan farklilik gosterirler [7]. Bu jelatinazlar, tip 1V,
V ve XI kollajenleri, laminin ve agrekan gekirdek proteini de dahil olmak {izere bazi

ECM molekiillerini sindirebilirler [29].

3. Stromelisinler grubunda MMP-3, MMP-10 ve MMP-11 bulunmaktadir.
Stromelisinler, kolajenazlarla ayn1 domain diizenlemelerine sahiptirler, ancak
interstisyel kollajeni pargalamazlar. MMP-3 ve MMP-10, bir dizi ECM molekiiliinii
sindirir ve proMMP aktivasyonuna katilir, ancak MMP-11, ECM molekiillerine karsi
cok zayif bir aktiviteye sahiptir. Ayrica, MMP-3 ve -10, inaktif proMMP olarak
hiicrelerden salgilanir, ancak MMP-11, hiicre iginde furin tarafindan aktive edilir ve

hiicrelerden aktif bir enzim olarak salgilanir [30].

4. Matrilisinler MMP-7 ve MMP -26'y1 igerir ve her ikisi de hemopeksin

bdlgesini ve mentese bélgesinden yoksundur [7].



5. Membran Tipi MMP'ler (MT-MMP'ler) dort adet tip-I transmembran
MMP’lerini (MMP-14, -15, -16 ve -24) ve iki adet glikozil-fosfatidilinositol (GPI)
baglantih MMP’lerini (MMP-17 ve -25)'1 igerir [7]. MT-MMP'ler, propeptidin C-
ucunda furin benzeri enzim tamima bdlgesine sahiptir. Hiicre i¢i olarak aktive
edilirler ve aktif enzim olarak hiicre yiizeyinde varhik gosterirler [6]. MT-MMP'ler,
membran baglama alanlarina sahiptir ve hiicre yiizeyinde proteaz aktivitesi
gosterirler [31]. T4-MMP (MMP-17) disindaki tiim MT-MMP'ler, proMMP-2'yi
aktive edebilir[6]. MT1-MMP (MMP-14) ise hiicre yiizeyinde proMMP-13'ii aktive
eder [31].

MMP'ler esas olarak zara bagh veya coziiniir salgilanir. Plazma zarina
baglanan MMP'ler, sadece transmembran ve (GPI) domain igeren Membran Tipi
MMP'ler (MT-MMP'ler) ile sinirli degildir. MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9,
MMP-13 ve MMP-19 gibi ¢6zlniir olarak salgilanan MMP’ler de plazma zarma
baglanabilir [29].

6. Diger MMP'ler, sirastyla MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21, MMP-
22, MMP-23, MMP-27, MMP-28 ve MMP-29’u igerir [7, 26].

Tablo 1.1: MMP’lerin siniflandirilmasi [7, 10, 22, 32].

MMP Enzim ismi SINIFI Doku dagilimi Latent/ Kromozom
Aktif lokasyonu
(kDa)
MMP-1 Kollajenaz-1 Kollajenazlar. Endotel, fibroblastlar, 55/45 11q22-q23
(intersitisyel trombositler, varisli damarlar
kollojenaz
MMP-2 Jelatinaz A Jelatinazlar, Endotel, trombositler, 72/63 16913
lokositler..
MMP-3 Stromelisin-1 Stromelisinler. Endotel, trombosit, sinovyal 57/45 11q23

fibroblastlar.

MMP-7 Matrilisin-1 Matrilisinler. Endotel, uterus, varisli 2920 11921-g22
damarlar (PUMP)
MMP-8 Kollojenaz-2 Kollajenazlar. Makrofajlar, nétrofiller 75155 11q21-q22
(notrofil-
kollojenaz)
MMP-9 Jelatinaz-B Jelatinazlar. Endotel, mikrodamarlar, 92/86 20q11.2-q13.1
makrofajlar, varisli damarlar
MMP-10 Stromelizin-2 Stromelisinler. Uterus, artrit, karsinoma 57/44 11q22.3-q23
hiicreleri
MMP-11] Stromelizin-3 Stromelisinler. Beyin, rahim. 51/44 22ql11.2
MMP-12 (Makrofaj elastaz) Diger enzimler. Fibroblastlar, makrofajlar. 54/45 - 11922.2-922.3
metalloelastaz 22




Tablo 1.1: (devami).

MMP-13 Kollojenaz-3 Kollajenazlar. Makrofajlar, varisli damarlar, | 60/48 11g22.3
meme kanseri
MMP-14 MT-1MMP MT-MMP. Fibroblastlar, trombositler, 66/56 14q11-g12
beyin, uterus.
MMP-15 MT-2MMP MT-MMP. Fibroblastlar, lokositler. 72/50 16q12.2-g21
MMP-16 MT-3MMP MT-MMP. Lékositler. 64/52 8qg21
MMP-17 MT-4MMP MT-MMP. Beyin, meme kanseri 57/53 12q24
MMP-18 Kollojenaz-4 Kollajenazlar. Kalp, akciger 70/53 11q14
(Xenopus
kollajenaz)
MMP-19 (RASI-1) Diger enzimler. Karaciger 54/45 12q14
MMP-20 (Enamelisin) Diger enzimler. Dis minesi 54/22 11922.3
MMP-21 (Xenopus-MMP) Diger enzimler. Fibroblastlar, makrofajlar, 62/49 10g26.13
. plasenta
MMP-22 (Tavuk-MMP) Diger enzimler. Tavuk fibroblastlar 51 1p36.3
MMP-23 (CA-MMP) Diger enzimler. Testis, prostat 28/19 1p36.3
MMP-24 (MT-5MMP) MT-MMP. Lokositler, akciger, pankreas, | 57/53 20g11.2
babrek, beyin.
MMP-25 (MT-6MMP) MT-MMP. Lokositler, glioblastomlar 34/28 16pl3.3
MMP-26 Matrilisin-2, Matrilisinler, Meme kanseri, endometrial 28/19 11pl5
(Endometaz) tiimorler
MMP-27 (Insan MMP-22 Diger enzimler. Kalp, l6kositler, makrofajlar, | - 1124
homologu) bobrek, kemik, meme kanseri
MMP-28 (Epilisin) Diger enzimler Deri, keratinositler 56/45 17q21.1
MMP-29 isimlendirilmemis - - - -

1.1.4 MMP’lerin Substratlan

MMP substratlar1 bir¢ok yapisal hiicre dis1 matriks (ECM) proteinlerini, diger
proteinazlari, proteinaz inhibitdrlerini, pihtilagsma faktorlerini, bitylime faktorlerini,

hiicre ylizeyi reseptorlerini ve hiicre-hiicre yapisma molekiillerini igerir [33].



ECM ii¢ ana bilesene sahiptir; lifler, proteoglikanlar ve polisakaritlerdir.

Lifler biiyiik 6lgiide kolajen ve elastin igeren glikoproteinlerdir [6].

Kolajenler insan viicudunda en bol bulunan proteinlerdir ve hiicre disi
matriksin (ECM) ana bilesenleridir [34]. Istisnai olarak glikozillenmemis elastinler
ise cilt, arterler ve akcigerler igin esneklik saglar. Laminin, epitelin bazal
laminasinda lokalize olan bir glikoproteindir. Fibronektin, hiicreleri ECM'ye
baglayan, hiicre-hiicre iskeletini diizenleyen ve hiicre hareketini kolaylastiran bir
glikoproteindir. Proteoglikanlar, yapilarinda proteinlerden daha fazla karbonhidrat
igerir ve ECM'yi sulu tutmak igin ortamdan su geker. Proteoglikanlar, biiylime
faktorlerinin ECM ortamina baglanmasinmi saglar ve depo eder. Proteoglikanlar,
kikirdak, ligament ve aort duvarina gerilme mukavemeti saglayan kondroitin siilfat,
anjiyojenez ve kan pihtilasmasi gibi biyolojik aktiviteleri diizenleyen heparan siilfat,
kikirdak ve kemikte ise keratan siilfat icerir. Sindekan-1, enflamatuvar siireg
sirasinda kemotaktik sitokinleri baglayan bir proteoglikan ve integral transmembran
proteinidir. Diger ECM proteinleri, vitronektin, agrekan, enaktin, fibrin ve tenasin

gibi glikoproteinleri ve hyaluronik asit gibi polisakaritleri igerir [6, 7].

Kollajen ailesi en az 28 iiyeden olusur [34]. Kollajenlerin li¢ o zincirinden
olusan ii¢lii sarmal yapisi, olaganiistii mekanik mukavemet, proteolitik enzimlere
kars1 genis diren¢ saglar. Kolajenler o zincirlerine gore simiflandiriimistir [34].
Kollajenler tip II ve III (Homotrimerik kollajenler) ayni sekansa sahip ii¢ a zinciri
icerir. Kollajen tip I (Heterotrimerik kollajenler) ayni sekansa sahip iki a zincirine ve
farkli sekansa sahip bir a zincirini igerir. Kollajen tip VI ise farkli sekanslara sahip
ic o zincirini icerir. En yaygin kollajenler (tip 1, 1L, III, V ve XI) fibril yapilara
sahiptir. Tip I, I ve III kollajen, interstisyel kollajen alt ailesini olusturur. Interstisyel
kolajenler, hiicre dis1 alanda hiicrelere olan yakinliklarindan dolayr bu sekilde
adlandirilir [34].

Kollajen, elastin, jelatin ve diger matriks glikoproteinleri ve proteoglikanlar
dahil olmak tizere gesitli ECM proteinleri MMP’lerin substratlaridir. Kollajen ve
elastin, damar duvarimin yapisal bitiinligli icin 6nemlidir ve o6nemli MMP
substratlaridir. MMP'ler kolajen tiplerini (tip I'den X’a kadar ve XIV) farkh
etkinliklerle pargalamaktadir. MMP'ler, ECM’ye ait bazi protein formlarin tam
bozulmalarint gerceklestirmek i¢in birkag MMP'nin ortak etkinligine ihtiyag



duyabilir. MMP-1 ve MMP-8, fibril heliksleri parcalara ayirir ve figlii sarmal

yapilarimi acar. Bu sekilde olusturulan tekli o-zincirleri daha sonra jelatinazlar

(MMP-2 ve MMP-9) ile oligopeptidlere parcalanir.

Kazein fizyolojik bir MMP substrati olmasa da, birkag MMP tarafindan

sindirilir [6]. Ayrica IgG proteinleri MMP-3 ve MMP-7"nin substratlaridir [35].

Tablo 1.2: MMP’lerin substratlari [7, 22, 32].

MMP Enzim ismi Kollajen olan Kollajen olmayan ECM Diger hedef ve substratlar
substratlar kaynakli substratlar
MMP-1 Kollajenaz-1 I, 1L, 1M1, V1L, Agrekan, proteoglikan bag IL-1p. pro-TNF-o.
(intersitisyel VIIL, X, jelatin. proteini.
kollojenaz)
MMP-2 Jelatinaz A LILILIV,V, Agrekan, elastin, fibronektin, IL-1B. pro-TNF-o, TGF-p.
VIL X, X1, laminin, proteoglikan bag
jelatin proteini,
MMP-3 Stromelisin-1 1L I, 1V, IX, Agrekan, elastin, fibronektin, | proMMP-1, -8 ve -9, pro-TNF-a.
X, XI, jelatin, laminin, perlekan,
proteoglikan.
MMP-7 Matrilisin-1 IV, X, jelatin. Agrekan, elastin, fibronektin, proMMP-2, -7 ve -8, pro-TNF-a,
laminin, proteoglikan syndecan.
baglanti proteini.
MMP-8 Kollojenaz-2 L IL 1L, V, VI, | Agrekan, elastin, fibronektin, | a2-antiplazmin, proMMP-8.
(notrofil- VIII, X, jelatin, laminin.
kollajenaz)
MMP-9 Jelatinaz-B IV, V, VIL X, Agrekan, elastin, fibronektin, IL-1, plazminojen, pro-TNF-a,
XIV, jelatin. laminin, proteoglikan bag TGF-p.
prateini,
MMP-10 Stromelizin-2 LIV, V, Agrekan, elastin, fibronektin, | ProMMP-1, proMMP -8 ve
jelatin. laminin. proMMP -10.
MMP-11 Stromelizin-3 Agrekan, fibronektin, ol-antitripsin, «1-proteinaz
laminin. inhibitorii.
MMP-12 (Makrofaj elastaz) | IV, jelatin. Elastin, fibronektin, laminin. | plazminojen
Metalloelastaz
MMP-13 Kollojenaz-3 L IL II0, TV, Agrekan, fibronektin, ProMMP-9 ve proMMP -13
jelatin, laminin, perlekan.
MMP-14 MT-1MMP 11, 111, jelatin. Agrekan, elastin, fibrin, proMMP-2 ve ProMMP -13,
fibronektin, laminin, Pro-TNF-a.
perlekan, proteoglikan.
MMP-15 MT-2MMP Jelatin. Fibronektin, laminin. ProMMP-2 ve ProMMP -13,
MMP-16 MT-3MMP Agrekan, fibronektin, Kazein, proMMP-2 ve proMMP
laminin, perlekan. -13.
MMP-17 MT-4MMP Jelatin Fibrin. -
MMP-18 Kollojenaz-4 I1, 111, jelatin. - al-antitripsin.
(Xenopus
kollajenaz)
MMP-19 (RASI-1) Agrekan, fibronektin, Kazein.
laminin,
L, IV, jelatin.




Tablo 1.2: (devam).

MMP-20 (Enamelisin) Agrekan, kikirdak oligomerik
proteini.
V.
MMP-21 (Xenopus-MMP) - aol-antitripsin
MMP-22 (Tavuk-MMP) - &
Jelatin.
MMP-23 (CA-MMP) Jelatin, - .
MMP-24 (MT-5MMP) Jelatin. fibrin, fibronektin. ProMMP-2 ve ProMMP -13
MMP-25 (MT-6MMP) IV, jelatin. - proMMP-2, al-proteinaz
inhibitora
MMP-26 Matrilisin-2, IV, jelatin. Fibrinojen, fibronektin. Kazein, proMMP-2
(Endometaz)
MMP-27 (Insan MMP-22 - - -
homologu)
MMP-28 (Epilisin) - - kazein
MMP-29 - - - -

proteolitik aktivasyonu,
Inhibitérleri (TIMP'ler), ap-makroglobulin veya biyolojik ve kimyasal ajanlar

tarafindan inhibe edilmesidir [3, 9, 36].

meydana gelen tek niikleotid varyasyonlardir ve protein yapisini, transkripsiyon

faktorii baglanmasini, m RNA yikimini veya kodlayici olmayan RNA'larin niikleotid

dizilerini etkiler [37].

1.1.5 MMP’lerin Etkinliginin Diizenlenmesi
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1.1.5.1 Transkripsiyonel Diizenlenme

MMP'ler, fizyolojik kosullarda temel seviyelerde ifade edilirler, ancak
MAPK, JNK ve NF-kB'ye bagiml sinyal yolaklarmmn aktivasyonu yoluyla bazi
hormonlara, biiyiime faktérlerine ve enflamatuar ve fibrojenik sitokinlere cevap
olarak farkli sekilde ifade edilirler [36]. MMP ekspresyonu sayisiz transkripsiyon
faktori ile diizenlenir. MMP'ler, promotorlarindaki cis-etkili eleman baglama
alanlarma dayal olarak ii¢ ana kategoride siniflandirilmistir. 11k kategoride bulunan
MMP’lerde, transkripsiyon baslangi¢ b&lgesinden -30 bp uzaklikta TATA kutusu, -
70 bp uzaklikta aktivator protein -1 (AP-1) bdlgesi ve buraya bitisik bir polima
giiclendirici aktivite -3 (PEA-3) bélgesi bulunur. Ikinci kategoride yer alan MMP’ler
(MMP-8, -11, ve -21), TATA kutusuna sahiptirler ama (AP-1) bdlgesi
bulundurmazlar. Son kategoride yer alan MMP’ler (MMP-2, -14, ve -28) ise TATA

kutusu bulundurmazlar [38].

1.1.5.2 Proenzim Asamasinda Diizenleme

MMP'ler, 6n-proenzimler olarak sentezlenir ve proMMP iiretmek igin ¢eviri
sirasinda sinyal peptidi (predomain) g¢ikarilir. ProMMP'lerde, sistein rezidiisiiniin
katalitik domaindeki Zn*"iyonu ile etkilesime girdigi ve pro-MMP'yi aktif olmayan
formda tuttugu bir "sistein anahtar1" motifi PRCGXPD bulunur [5].

Pro-MMP'lerdeki sistein-Zn>" etkilesimi ‘sistein anahtari’ olarak adlandirilir
ve ¢inko atomuna bir su molekiiliiniin baglanmasini engeller. Pro-MMP'lerdeki,
sistein anahtarmm diger proteazlarn proteolitik etkisi, nitrik oksit (NO), reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ve hipoksi siiregleri tarafindan olusturulan konformasyonel
degisiklikler veya sodyum dodesil siilfat ve diisiik pH gibi bir¢ok farkh
mekanizmalar tarafindan bozulmasi durumunda, bir su molekiiliinii ¢inko atomuna
baglanmasina izin vererek tam aktivasyonu i¢in propeptidi hidrolize etme yetenegi

kazanir [4].

MMP-11, MMP-21, MMP -28 ve MT-MMP'ler, propeptidin C-ucunda furin
benzeri enzim tanima bolgesine sahiptirler ve hiicre i¢i furin tarafindan aktive

edilirler [30].
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MT-MMP'ler 6nce furin tarafindan hiicre i¢i aktivasyona ugrar, daha sonra

diger proMMP'leri pargalayabildigi ve aktive edebildigi hiicre ylizeyine ilerler [39].

ProMMP-7, vyiiksek siilfathh glikozaminoglikanlar (GAG'lar) ile aktive
edilebilir [4].

MMP’lerde temel fizyolojik aktivatér plazmindir. Plazmin, trokinaz-tip
plazminojen aktivatorii (uPA) tarafindan aktif hale getirilir. Plazminojen aktivator
inhibitori-1 (PAI-1) ise, uPA tizerinde inhibitér etkiye sahip olup ve aktivasyon
kaskadi ile zit ¢alisir. uPA aracili aktivasyon kaskadinda bir MMP diger MMP’yi
aktif hale getirir. Plazmin, pro-MMP-1, pro-MMP-3 ve pro-MMP-9’u aktif hale
getirir. Ardindan MMP-3, pro-MMP-1°i aktif hale getirir. Aktif hale gelen MMP-1,
MMP-9’u aktif forma déniistlirtir. MMP-2, MMP-9 makrofajlar tarafindan tretilen
serbest radikallerin etkisiyle aktif hale gelirler [40, 41].

1.1.5.3 Enzim Aktivitesinin Inhibe Edilmesi.

MMP'ler hem endojen hem de eksojen inhibitorler tarafindan inhibe edilir.
TIMP'ler, MMP'lere 1/1 oraninda baglanan endojen MMP inhibitérleridir. TIMP'ler
bir N-terminal alanina (125 aa) ve C-terminal alanina (65 aa) sahiptir ve her biri 3
disiilfid bag igerir. N-terminal alani ayri bir birim olarak katlanir ve MMP'leri inhibe
edebilir [5, 26]. TIMP molekiilii, MMP'nin aktif bélge yarigina substratinkine benzer
bir sekilde baglanir. Dért homolog TIMP tanimlanmig ve TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3
ve TIMP-4 olarak adlandirtlmigtir. TIMP-1 ve TIMP-3, glikoproteinlerdir. Fakat
TIMP-2 ve TIMP-4 yapilarinda karbonhidrat i¢ermez. TIMP'ler, farkli etkinliklere
sahip birden fazla MMP'yi inhibe edebilir. Ornegin, TIMP-2 ve TIMP -3, MTI-
MMP ve MT2-MMP'yi inhibe ederken, TIMP-1, MT1-MMP, MT3-MMP, MT5-
MMP ve MMP-19'un zayif bir sekilde inhibe eder [42].

Endojen TIMP'lere ek olarak, a2-Makroglobulin, kan ve doku sivilarinda
bulunan basgka bir endojen MMP inhibitériidiir. MMP aktivitesi kismen a2-
Makroglobulin ve ilgili proteinler tarafindan diizenlenir. Insan 02-Makroglobulin
dort ayni alt birimden olusan bir glikoproteindir. a2-Makroglobulin, MMP'ler dahil
¢ogu endopeptidazlari, makroglobiilin i¢ine hapsederek inhibe eden genis spektrumlu

bir proteinaz inhibitdrudiir [43].



1.1.6 MMP’lerin Fizyolojik ve Patolojik Siireclerdeki Rolleri

MMP'lerin  hiicre sagkalimi, anjiyogenez, iltihaplanma, sinyal ve yara
iyilesmesinin diizenlenmesinde ve ¢ogu zaman ECM'nin yeniden diizenlenmesinde
rol oynarlar. Giiclii proteolitik aktiviteye sahip olmalari nedeniyle, anormal MMP
fonksiyonlari, ateroskleroz, timd&r metastaz: ve sinir sistemi hastaliklar: olan multipl
skleroz. malign gliomalar ve alzheimer hastaligi gibi birgok patolojik kosullara da

katkida bulunabilirler [33].

MMP genlerinin promotor bdlgesindeki genetik polimorfizmler, genlerin
transkripsiyon aktivitesini degistirerek canlilarin ¢esitli hastaliklara yatkinhiginda

onemli rol oynarlar [44].

Merkezi sinir sistemindeki ECM esas olarak proteoglikanlardan olusur ve
néronal hiicre gelisimi, hayatta kalma ve aktivite igin gereklidir. MMP'ler sadece
beyin ECM'sinin yeniden sekillenmesine ve asir1 bozunmasina katkida bulunmazlar.
Ayni zamanda mikroglial aktivasyon, iltihaplanma ve kan-beyin bariyeri (BBB)
bozulmasi gibi merkezi sinir sistemindeki cesitli biyolojik ve patolojik islemlerde de

rol oynarlar [45].

1.1.7 MMP-1

Ayni zamanda interstisyel kollajenaz ve fibroblast kollajenaz olarak da
bilinen Matriks Metalloproteinaz-1 (MMP1), Matriks Metalloproteinazlar (MMP'ler)
ailesinin bir tiyesidir [46]. MMP1, 11922 kromozomunda bulunur. Stromal fibroblast
hiicreleri, makrofajlar, endotel ve epitel hiicreleri tarafindan tiretilir [47]. MMP-1’in
inaktif formu 43 kDa, aktif formu 55 kDa agirliginda olup interstisyel kollajeni

pargalamada rol alir [48].

MMP1 fibril kollajenlerini ve elastin, fibronektin, agrekan gibi birkag temel
ECM bilesenini dogrudan pargalayabilir [49]. Matriks Metalloproteinaz-1 (MMP-1),
interstisyel tip I, II, 11l kolajenleri ve ayrica kazeinleri i¢eren ¢ok ¢esitli substratlari
bozabilir ve hiicresel mikro-ortamin degismesine katkida bulunabilir [50]. MMPI,
MMP8 ve MMPI3 ile birlikte tglu-heliks fibriller kolajenleri 3/4 ve 1/4

fragmanlarina pargalayabilmektedir [51].
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Ayrica, MMP1 G proteinine bagl reseptér olan PAR-1’i proteolitik olarak
aktif hale getirdigi ve sinyal yolaklari {izerinde etkili oldugu tespit edilmistir [49].

MMP1 genin promotor bolgesi, AP-1, AP-2 ve Ets/PEA-3 gibi cesitli
transkripsiyon faktorlerin baglanma bolgelerini igerir. Ayrica glikokortikoidlere,
retinoik asit ve siklik adenozin monofosfata duyarli elemanlar icerir. Bu bdlgedeki
polimorfizmler, bu transkripsiyon faktérlerinin baglanmasint etkileyerek MMP1
ekspresyonunu diizenleyebilir [52, 53]. MMP-1"in sentezi, timér nekrozis faktorii-a

(TNF-a) ve interldkin-1 (IL-1) gibi enflamatuar sitokinler ile arttirilir [54].

MMP1 promotor bélgesi -1607 pozisyonunda G/2G olarak bilinen
polimorfizm bir guaninin eklenmesi veya silinmesine bagli olarak ekspresyon
seviyesi etkilenir. Promotor bélgesi - 1607 pozisyonundaki bir guaninin insersiyonu
ETS transkripsiyon faktorii ailesinin bir liyesi i¢in bir baglanma bélgesi (5'-GGA-3 )
olusturur. Bu polimorfizm, normal fibroblastlarda ve melanom hiicrelerinde 1G
polimorfizminden anlamli olarak daha yiiksek ekspresyon seviyesine sahip olmasina
yol acar [44, 55-57]. Bu Ets baglama bdlgeleri (-1607 bp), promotor aktivitesini en
az 2 kat arttirmak i¢in yakindaki bir AP-1 bdlgesi (-1602 bp) ile isbirligi iginde
calisir [58].

1.1.8 MMP-3

Ayn1 zamanda stromelisin-1 olarak da bilinen MMP-3, 11qg22.3
kromozomunda bir gen lokusuna sahiptir. MMP-3"un inaktif formu 57 kDa, aktif
formu 46 kDa agirhigindadir [48]. MMP-3, ¢inko kismi1 kobalt, manganez, kadmiyum
veya nikel iyonlari ile degistirilse bile proteaz yetenegini korur, ancak degistirilen
maddeye bagli olarak, proteaz aktivitesi farkli substratlara duyarl hale gelir. MMP-3,
kollajen tip II, IV ve IX'in yani sira gesitli proteoglikanlar, elastin, fibronektin ve
laminin'i degrade eder. MMP-3, MMP-1, MMP-7 ve MMP-9 da dahil olmak {izere
doku remodelingi i¢in gerekli diger MMP'leri aktive edebilir [10].

MMP-3"lin proteolitik etkisi yliksektir. ECM {iyeleri olan Proteoglikanlar,
laminin, fibronektin, kollajen ve jelatini par¢alamasinin yaninda pro-MMP’lerin bir

kagini aktif hale getirir.



Bu aktivasyon MMP-1’in tam aktivasyonu igin gereklidir [59]. MMP-3,

kondrositlerde ve fibroblastlarda biiylime faktorleri, sitokinler ile indiiklenir [60].

MMP3 promotor bdlgesi -1171 (-1612) pozisyonunda 5A/6A olarak bilinen
polimorfizm bir adenin bazinin delesyonundan kaynaklanmaktadir ve 5A alleli ile
sonuglanmaktadir [61, 62]. Bu polimorfizm transkripsiyon baglangi¢ noktasina gore -
1608 ile —1612 (veya —1613) niikleotid pozisyonlarindadir [62]. SA allel ¢inko
baglayici protein-89 (ZBP-89) veya niikleer faktor-kappa B (NF-kB) transkripsiyon
faktorleri tarafindan aracilik edilen artmis transkripsiyon seviyeleri ile karakterize
edilir [61]. Diger allel tipi ise 6 adenine sahip 6A allelidir. SA Allel tipi, 6A Allelden
iki kat daha yiiksek bir promotor aktivitesine sahiptir [57, 63].

1.1.9 MMP-9

1974 yilinda kesfedilen matriks metalloproteinaz 9 (MMP-9), ayni zamanda
jelatinaz B olarak da bilinir. Proteolitik enzimlerin siiper ailesine aittir [14]. MMP-9
(jelatinaz-B), 20q11.2-q13.1 kromozomu iizerinde bir gen lokusuna sahip bir tip IV
kollajenazdir [31, 64]. En yaygimn arastirilan MMP'lerden biri olan MMP-9, birgok
biyolojik siirecte hayati bir rol oynayan énemli bir proteazdir. Insanlarda nétrofiller,
makrofajlar, fibroblastlar ve endotel hiicreler MMP-9'u sentezleyebilir ve
salgilayabilir [23, 64]. Bu proteaz genis bir substrat araligina sahiptir. MMP-9'un
onemli substratlari arasinda, jelatin, kolajen ve elastin bulunur. MMP-9, ECM
yeniden yapilanmasi (remodeling) diizenlemek igin proteolitik boliinme yoluyla
birgok hiicre disi matris (ECM) proteinini bozabilir [23]. Bazi plazma membran
proteinleri MMP-9'un hedefleridir. MMP-9, hiicreler i¢inde aktive edildikten sonra
hiicre i¢i substratlari da pargalayabilir [23].

Bazi ¢alismalar, MMP-9'un bazi domainleri hakkindaki yapisal bilgiler ortaya
koymus olmalarina ragmen, enzimin tam yapisi hala bilinmemektedir. Enzim tam
yapisinin ortaya ¢ikarilmamasinin bir nedeni, MMP-9'un bazi bolgelerinin, mentese

bélgesinin bazi kisimlart gibi oldukga esnek olmasidir [23].

insan MMP-9 geni 13 ekzon ve 12 intron igerir. Insan MMP-9 proteini,
hemopeksin benzeri domain, katalitik domain, sinyal peptidi bolgesi, mentese alani
ve propeptit bélgesini igerir.
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MMP-9'un katalitik domaini, fibronektin tip II (FN2) alanlarini, aktif bolgeyi
ve ¢inko baglama bdlgesini igerir. Cinko bagimli endopeptidazlarin bir tiyesi olan
MMP-9, katalitik domaininde iki ¢inko iyonu ve bes kalsiyum iyonu igerir.
Fibronektin tip II (FN2) alani MMP-9 i¢in 6nemlidir. Bu alan bazi substratlarin
baglanmasi ve bozunmasi igin Onemlidir [23, 65]. Mentese bolgesi, hemopeksin
benzeri etki alani ile katalitik etki alani arasinda bulunur. Bu bélge MMP-9 enzimi
icin esneklik saglar. MMP-9’un Hemopeksin benzeri domaini katalitik bélgenin

substrat tanimasinda ve (TIMP'ler)’i baglamada rol oynar [23, 64].

MMP-9, hiicreler iginde 19 amino asit N-terminal sinyal peptidi ile 6n-
proenzim olarak sentezlenir. Daha sonra, aktif olmayan pro-MMP-9 (yaklasik 92
kDa) olarak hiicre digt ortama salgilanir. MMP-9'un aktivasyonu, pro-MMP-9'un
salgilanmasindan sonra diger proteazlar tarafindan bdliinmesini gerektirir. N-
terminal propeptit bélgesini kaybetmis aktif MMP-9 yaklagik 82 kDa’dur. Bir sistein
anahtari, MMP-9'un aktivasyonu i¢in hayati &neme sahiptir. Pro-MMP-9
propeptidindeki bir sistein (Cys99) rezidiisii, bu proteinin katalitik ¢inko iyonu ile
etkilesime girebilir. Bu etkilesim, Pro-MMP-9 korunma siiresi i¢in gereklidir.
Propeptit bolgesinin proteolitik olarak uzaklastirilmasi bu etkilesimi tamamen
bozacaktir ve enzimi aktive edecektir. Aktivasyondan sonra MMP-9, substratlarini
bélebilir. Proteolitik aktivasyona ek olarak, bazi ajanlar bazi reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ve nitrik oksit gibi MMP-9'un aktivitesini de etkileyebilir [23]. MMP-9 enzim
aktiviteleri, gen transkripsiyonu, pro-enzim aktivasyonu ve (TIMP) tarafindan inhibe

etme yoluyla kontrol edilir [66].

MMP-9, Transkripsiyonel seviyede birgok faktdr tarafindan diizenlenir.
Bunlarin birkag tanesi, E-26 (ETS) transkripsiyon faktorleri, NF-kB, serum amiloid
A-aktive edici faktor (SAF) -1, Polima Giiclendirici Aktivite-3 (Pea3) ve spesifik
protein 1 (SP-1)dir [67].

MMP9 promotor bélgesi -1562 pozisyonunda C/T olarak bilinen
polimorfizm, C’nin T ile yer degistirmesiyle meydana gelir. In vitro olarak sitozinin
timin ile yer degisimi sonucunda, MMP-9 gen promotorunun bu lokasyonunda bir
niikleer proteinin baglanmasinda kayip olustugu ve makrofajlarda transkripsiyonel

aktifligin artig1 bilinmektedir [68, 69].

16



1.2 Uyku Apnesi

Uyku apnesi, uyku sirasindaki solunum duraklamalar ile karakterize birincil
uyku bozuklugudur. 3 tiir uyku apnesi vardir. Bunlar obstriiktif uyku apnesi, merkezi
uyku apnesi ve karmasik uyku apnesidir. Bir obstriiktif apne, hava akiginin en az 10
saniye boyunca durmasi olarak tanimlanir ve uyku sirasinda iist solunum yolunun
tamamen veya kismen tikanmasindan kaynaklanir. Buna karsilik, merkezi bir apne
sirasinda, hava akiminin kesilmesi, genellikle beyin solunum merkezlerinden
solunumu kontrol eden kaslara kadar nefes alma ¢abasi olmadiginda meydana gelir.
Bazi hastalar, komplike uyku apnesi olarak adlandirilan hem obstriiktif hem de

merkezi apnenin bir kombinasyonu ile ortaya ¢ikar [70].

Uyku apnesi polisomnografi sirasinda teshis edilebilir, burada uyku apnesinin
siddeti uyku saati basina solunum olaylarinin sayist ile belirlenir. Klinik
semptomlarla birlikte uyku apnesinin tanisi i¢in saatte en az 5 atak (Apne-Hipopne
Indeksi >5) gereklidir [70]. Yaygin kriterlere gore, 5-14 arasi bir Apne-Hipopne
Indeksi hafif uyku apnesi, 15 ila 29 orta siddette uyku apnesi, saatte 30'dan fazla olay
agir uyku apnesi olarak kabul edilmektedir. Risk altindaki hastalar belirlemek icin
uyku apnesi icin cesitli tarama Olcekleri gelistirilmistir. Klinikte en sik
kullanilanlardan biri STOP-BANG anketidir. Bu anket uyku apnesinin klinik
belirtileri ile ilgili 4 evet ya da hayir sorusu icermektedir (S: horlama; T: giindiz
yorgunluk; O: goézlenen apne; P: yiiksek tansiyon). Ayrica uyku apnesinin risk
faktorleri olarak bilinen (B: viicut kitle indeksi> 35, A: Yas> 50 yil, N: Boyun
cevresi> 40 cm, G: erkek cinsiyet) 4 adet soru daha icerir. STOP-BANG anketinde 3

veya daha fazla soru olumlu cevaplanirsa, birey uyku apnesi riski altindadir [71].

Genel olarak orta yash popiilasyonda, orta ile siddetli uyku apnesi erkeklerin
yaklagik %30-50'sinde ve kadinlarin %1 1-23"tinde bulunabilir [72, 73]. Klinik
semptomlar, ¢ogunlukla yiiksek sesle horlama, bogulma, soluk kesilmesi, asir
uykululuk ve yorgunluk ve sabah bas agrisini igerir. Uyku apnesinin hasta ve
ailesinin yasam Kkalitesini etkileyici etkileri vardir. Tedavi edilmediginde, uyku
apnesi ayni zamanda Onemli olumsuz saghk sonuglarina da neden olabilir;

hipertansiyon, tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar riskini arttirir [70, 74].
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1.2.1 Obstriiktif Uyku Apnesi

Obstriiktif uyku apnesi (OSA) gittik¢ce yaygimlasan uyku ile ilgili solunum
bozuklugudur [75]. OSA, uyku sirasinda faringeal hava yolunun periyodik olarak
daralmasi ve tikanmasi ile karakterize edilir [76, 77]. Gece uykusu kalitesi ve buna
bagli giindiiz yorgunlugu ve uykululuk iizerindeki etkisi yaygin olarak kabul
edilmektedir. Obstriiktif uyku apnesi, sistemik hipertansiyon, kardiyovaskiiler
hastalik, fel¢ ve anormal glukoz metabolizmasi dahil olmak {izere ¢esitli klinik
sonuglar i¢in bagimsiz bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir [75]. Eger tedavi
edilmezse, ciddi saglik, ve ekonomik problemler ile sonuclanir [78]. OSA patogenezi
¢ok faktorliidiir ve anatomik™ ve “anatomik olmayan™ nedenleri vardir [79]. Son
yillarda, OSA patofizyolojisinde faringeal anatomi ve kraniyofasiyal yapi disindaki
faktorlerin rol oynadigi bilinmektedir [78, 79]. Bir¢ok c¢alisma OSA'nin 6nemli
sebebi olarak anatomik olmayan faktorleri gosterir [80]. OSA’nin olusmasinda
anatomik olmayan nedenler arasinda diisiik solunum uyarilma esigi, solunumun
dengesiz kontrolii ve bozulmus faringeal dilatér kas fonksiyonu bulunur [79].
OSA'da hava yolu tikanikliginin sadece uyku sirasinda meydana geldigi g6z oniine
alindiginda, bireylerdeki anatomik ve anatomik olmayan nedenlerin birlesimi, bu

yaygin sendromda ¢ok 6nemli etkenlerdir [80-82].

Ust solunum yolunda 20'den fazla kas var. Bunlar solunum ve solunum disi
gorevlerde (konusma, ¢igneme, yutma ve solunum) yer almaktadir. Bu kaslar
solunum sirasinda solunum yolu stabilitesinde baskin bir rol oynar [83]. Uyku
sirasinda, kas aktivitesinde duruma bagl azalma, solunum yolunun kapanmasina
neden olabilir [84]. Bu nedenle, hava yolu kaslarinin sinir kontroliinii ve mekanik
sonuglarinin anlagilmasi, OSA'nin nedenleri ve 6nleyici tedbirlerin gelistirilmesi i¢in

onemlidir [79].

1.3 Amacg

Bu c¢alismada amacimiz MMP1 (rs1799750) -1607 1G/2G, MMP3
(rs35068180 veya rs3025058) -1171 (-1612) 5A/6A ve MMP9 (rs3918242) -1562
C/T degisimlerin Obstriiktif Uyku Apnesi ie iligkisini tespit etmektir.
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MMP'ler bag dokusu ve fibroblastlar, osteoblastlar, endotel hiicreleri,
makrofajlar, nétrofiller ve lenfositler dahil olmak tizere pro-enflamatuar hiicreler
tarafindan sentezlenir. MMP'ler embriyolojik gelisimden apoptoza kadar birgok
hiicresel stiregte yer alirlar. Hiicre gogalmasi, gogli ve farklilasmasini destekleyip,
apoptozis, anjiyogenez, doku onarimi ve immiin yanitta rol oynarlar. Ayrica artrit,
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve periodontal hastaliklar gibi birgok hastaligin

olusmasinda rol oynarlar.

Obstriiktif uyku apnesi (OSA) gittikge yayginlasan uyku ile ilgili solunum
bozuklugudur. OSA, uyku sirasinda faringeal hava yolunun periyodik olarak
daralmasi ve tikanmasi ile karakterizedir. OSA patogenezi ¢ok faktorliidiir ve
anatomik™ ve “anatomik olmayan™ nedenleri vardir. Ust solunum yolunda 20'den
fazla kas var ve solunum sirasinda solunum yolu stabilitesinde baskin bir rol
oynarlar. Bu nedenle, hava yolu kaslarmin sinir kontroliinii ve mekanik sonuglarmin

anlagiimasi, OSA'nin nedenleri ve 6nleyici tedbirlerin gelistirilmesi i¢cin 6nemlidir.

Guiniimiizde uyku apne sendromunun patofizyolojisine neden olan
mekanizmalarin neler olduguna dair birgok c¢alisma bulunmaktadir. Fakat heniiz
uyku apne sendromu neden olan mekanizma kesin olarak bilinmemektedir. Ayrica
uyku apnesi ile ilgili yapilan bir¢ok ¢alismada; hasta gruplarindaki bireylerin
kanlarinda MMP’lerin ekspresyon seviyesinin yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu
calismada MMP-1, MMP-3 ve MMP-9'iin gen ekspresyon seviyesini etkileyen
promotor polimorfizmlerinin uyku apne sendromuyla iligkili olup olmadig

arastirildi.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materval

Bu ¢alismada kullanilan cihazlar ve deneysel malzemeler; Fermantes, Biolabs

ve Sigma’dan temin edilmistir.

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Bu c¢alismada kullanilan tiim laboratuvar cihazlar1 Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1: Calismada kullantlan cihazlarin listesi.

Cihaz Ismi

Firmasi

Nanodrop

Maestrogen MN-913

Buzdolabi, derin dondurucu

Beko, Tiirkiye ,Ugur ,Tiirkiye

Vorteks Biosan Ombi-Spin
Santrifiij Mikro 200R
Otoklav Hirayama HV85

Laminar Flow Kabin

Logic Labconco

Mikrodalga firin

Beko, Ttiirkiye

PZR cihazi

Techne TC-3000X, Applied Biosystems
Veriti 96 Well

Isitmali Manyetik karistirici

Ika C-mag

Elektronik Hassas Tart1

Denver instrument

Etliv

Memmert in 55

Otomatik pipetler

Thermo scientific
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Tablo 2.1: (devam).

pH metre

Hanna Instrument

Saf su cihazi

Elektroforezi gii¢ kaynagi

Thermo scientific

Jel gbriintiileme sistemi

Buz makinesi

DNA elekroforezi cihazi

Thermo scientific

Isitic1 blok

Thermo scientific

Bilgisayar

Casper

2.1.2 PZR-RFLP Cahsmalarinda Kullanilan Malzemeler.

Bu ¢alismada kullanilan deneysel malzemeler Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2: PZR-RFLP galismasinda kullanilan malzemelerin listesi.

Ismi Firmasi
Tris Sigma
EDTA Sigma
Asedik Asit (Asetat) Sigma

Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri

Thermo scientific

Agaroz

Sigma

Etidyiim Bromiir

Sigma

Taq DNA Polimeraz seti

Invitrogen, thermo scientific

PureLink Genomik DNA Mini kit

Invitrogen, ABD
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Tablo 2.2: (devami).

dNTP Seti

Invitrogen

6X Loading Dye

Thermo scientific

100 Bp Plus DNA Ladder

Thermo scientific

Primerler

Sentegen

Etil Alkol

Thermo scientific

2.1.3 PZR Cahsmalarinda Kullanilan Primerler.

Bu ¢alismadaki amplifikasyon galismasi igin kullanilan primerler Tablo

2.3"de gosterilmistir.

Tablo 2.3: PZR'da kullanilan primerlerin listesi.

Prisiesler Baz Tm
rimerie Primer Dizisi (5'->-3") uzunlug | sicakhg
u 1
Mmpi | ller CTATTTTCTTTGTCTGTGCTGGAGTC 26 56°C
Primer
-1607
P?iz:;r TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTCAGATC 29 56°C
MMP3 | ileri | GGTTCTCCATTCCTTTGATGGGGGGAAAG .
, 30 61°C
-1612 | Primer A
(-1171)
Pﬁf‘nr;r GGAATTCACATCACTGCCACCACTCTG 27 61°C
MMPpo | lleri ATTATCTCCATCTCACAGTCTC 22 52°C
Primer
-1562
Cer ATATTCACCTTCTTCAAAGCCC 23 52°C
Primer
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2.1.4 RFLP Cahsmalarinda Kullanilan Enzimler

Bu calismadaki RFLP reaksiyonlari igin kullanilan enzimler Tablo 2.4’de

verilmistir.

Tablo 2.4: RFLP reaksiyonunda kullanilan enzimlerin listesi.

Enzim Adi Kesim Dizisi Inkiibasyon Inaktivasyon Sarti
Sarti
Alwl (BspPI) 5" GGATCNNNN]| 3’ -55°C -80 °C
3" CCTAGNNNNNT 5" | - 1-16 saat - 20 dakika
Psyl (Tth1111) 5" GACN|NNGTC 3’ -37°C - 80 °C
3 CTGNNTNCAG 5’ - 5 dakika - 5 dakika
Pael (Sphl) 5" GCATG|C 3 -37°C -65°C
3" C1GTACG 5’ - 5 dakika - 5 dakika

2.1.5 PZR Cahsmalarinda Kullanilan Cozeltiler

PZR galismasinda kullanilan ¢6zeltiler ve hazirlanma ydntemleri Tablo 2.5°de

verilmistir.

Tablo 2.5: PZR ¢aligmasinda kullantlan ¢ozeltilerin listesi.

ismi

Hazirlamisi

10 mM dNTP Karigimi

Her bir niikleottiten (100 mM dATP, 100 mM
dCTP, 100 mM dGTP, 100 mM dTTP) 10 pl
alind1 ve distile su ile 100 pl’ye tamamlanarak
karistirildi.

100 uM stok ileri Primerler
(MMP-1,MMP-3,MMP-9)

Kurutulmus olarak teslim alinan ileri
primerleri 100 uM stok haline getirebilmek
icin gerekli miktarlar kadar distile su eklenip
cozdirtldi.

100 uM stok Geri Primerler
(MMP-1,MMP-3,MMP-9)

Kurutulmus olarak teslim alinan Geri
primerleri 100 uM stok haline getirebilmek
icin gerekli miktarlar kadar distile su eklenip

cOziildi.

10 uM Ileri Primerler
(MMP-1,MMP-3 . MMP-9)

Her bir ileri primer i¢in ayri olarak; 100 pM
stok Ileri Primerden 10 ul alind1 ve distile su
ile 100 ul’yve tamamlanarak karistirildi.

10 uM stok Geri Primerler
(MMP-1,MMP-3, MMP-9)

Her bir Geri primer i¢in ayr1 olarak; 100 pM
stok Geri Primerden 10 ul alindi ve distile su
ile 100 pl’ye tamamlanarak karistirildi.
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2.1.6 Agaroz Jel Elektroforezi Calismalarinda Kullanilan Cézeltiler

Agaroz Jel Elektroforezi galismasinda kullanilan ¢6zeltiler ve hazirlanma

yontemleri Tablo 2.6da verilmistir.

Tablo 2.6: Agaroz jel elektroforezi galismasinda kullanilan ¢dzeltilerin listesi.

Ismi

Hazirlanisi

50X Tris-Asetat-EDTA (TAE) tamponu
PH: 8.00

242 g Tris Base, 57,1 mL Asetat (%100
Asetik Asit), 100 mL 0,5 M EDTA (PH:
8.00) tartildi. Uzeri distile su ile
eklenerek 1 litreye tamamlandi.

1X TAE

20 ml 50X TAE tartildi ve tizeri distile
su ile 1 litreye tamamlandi.

50 bp ve 100 bp DNA Biiyukliik
Belirteci ( 0.083 pg/uL)

20 pl DNA ladder ( 0,5 pg/ul) ve 10 pL
loading dye (6X) 40 pl distile suda
¢Ozdiiriilerek hazirlandi.

Etidyum Bromiir Calisma Soliisyonu

Son konsantrasyonu 10 mg/mL olacak
sekilde etrafi aliminyum folyo ile sarili
sisede kullanima hazir hale getirildi.

2.2 Metod

2.2.1 Biyoinformatik Analiz

2.2.1.1 PZR-RFLP Calismasi icin Primer Tasarimi ve Kesim Enzimi

Secimi

MMP-1 -1607 G/2G, MMP-3 -1612 (-1171) 5A/6A ve MMP-9 -1562 C/T

SNP’lerin konumlandigi promotor bélgelerindeki niikleotid dizilerine erisim, bu Tek

Niikleotid Polimorfizmlere (TNP) ait “rs numaralari” NCBI SNP veri tabanina

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) girilerek saglandi.
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PZR-RFLP yonteminde MMP-1 -1607 G/2G, MMP-3 -1612 SA/6A ve
MMP-9 -1562 C/T degisimlerin segiciligini saglayacak olan kesim enzimlerinin
tespiti igin Restriction Mapper version3 (http://www.restrictionmapper.org)
kullanild1.

MMP1 geni promotor bélgesi - 1607 konumundaki TNPye ait G ve 2G allel
tiplerinin, MMP3 geni promotor bolgesi -1612 konumundaki TNP’ye ait SA ve 6A
allel tiplerinin ayrimimni saglayacak herhangi bir kesim enzimine ait tanima bdlgesi
bulunmadigindan dolay: diziler {izerinde niikleotid degisimi yapilarak Tablo 2.7°de
gosterilen MMP1 2G allel tipi i¢cin Alw I kesim enzimine ait tanima bolgesi, Tablo
2.8"de gosterilen MMP3 5A alleli tipi i¢in Psyl (Tth111I) tamima bdlgesi olusturuldu.
Yapilan bu tek niikleotidlik degisimlerin primer vasitasiyla hedef DNA’dan
¢ogaltilacak PZR iriintinde var olmasi icin MMP1 geninde geri primer ters
komplementer niikleotid dizisinde olmasi, MMP3 geninde ise ileri primer niikleotid
dizisinde olmasi hedeflendi. Daha sonra gogaltilacak PZR liriintiniin buytikligl goz
Oniinde bulundurularak, MMP1 genine ait ileri primer dizisi, MMP 3 genine ait geri

primer ters komplementer dizisi belirlendi.

Tablo 2.7: MMP1 -1607 G/2G PZR ile gogaltilacak DNA bélgesi.

IACTTCAGTGGCAAGTGTTCTTTGGTCTCTGCCGCACCCTCCC

TCTGATGCCTCTGAGAAGAGGATTTCCTTTTTGTGAGAATGTCTTCCCATTCTTCTTACCCTCTTGAA

CTCACATGTTATGCCACTTAGATGAGGAAATTGTAGTTAAATAATTAGAAAGNAT(A +CITGACTTATCT
ALW 1

CAAATCAATCCAAGY

Tablo 2.8: MMP3 -1612 5A/6A PZR ile ¢ogaltilacak DNA bélgesi.

LS GANCCATGTCTTGTCCTGATTG
Psyl (Tth1111)

AAATACAGGGAAAATATTTGGCCACATTGATATGAGGACAAGGAGAACAGAGT

GGTOGCAGTOGATOTGAATTICCY
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MMP 9 geni promotor bélgesi -1562 konumundaki TNP’ ye ait T alleli, Nspl,
Sphl, Nlalll kesim enzimlerin tanima bdlgesine sahip olmasi sebebiyle dizi {izerinde
baska kesim enzimin tanima dizisini olusturacak niikleotid degisikligine gerek
duyulmadan Tablo 2.9°da gosterilen ileri primer ve geri primer ters komplementer

dizisi belirlendi.

Tablo 2.9: MMP9 -1562 C/T PZR ile gogaltilacak DNA bolgesi.

ATTATCTCCATCYCACAGTCTCATTTATTAGATAAGCATATAAAATGCCTGGCACATAGTAGGCCCTTTAAATAC
AGCTTATTGGGCCGGGCGCCATGGCTCATGCCCGTAATCCTAGCACTTTGGGAGGCCAGGTGGGCAGATCAC
TTGAGTCAGAAGTTCGAAACCAGCCTGGTCAACGTAGTGAAACCCCATCTCTACTAAAAATACAAAAAATTTA
GCCAGGCGTGGTGGCGCA(C/ TIGCCTATAATACCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATTGCTTGAAC
CCGGGAGGCAGATGTTGP??G("SF?;)GCCGAGATCACGCCACTGCACTCCAGCCTGGGTGACAGAGTGATACTAC
ACCCCCCAAAAATAAAATAAAATAAATAAATACAACTTTTTGAGTTGTTAGCAGGTTTTTCCCAAATAGGGCTT

TGAAGAAGGTGAATAT

Belirlenen MMP1 MMP3 MMP9 genlerine ait geri primer ters komplementer

dizileri https://www.bioinformatics.org’un “reverse complement” veri tabanini

kullanarak geri primerlere doniistiiriildii.

Béylece belirlenen TNP’lerin PZR-RFLP Metoduyla analiz edilmesi igin
Tablo 2.10°da gosterildigi gibi ileri ve geri primerler tasarlandi. Daha sonra NCBI
BLAST veri tabanina (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn)
girilerek her primer dizisinin E degerine (E value) ve primer ¢iftlerin hedef dizi

amplifikasyonu i¢in de https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast girilerek

kontrol edildi.
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Tablo 2.10: Hedef genlerin PZR-RFLP g¢alismasi i¢in tasarlanan primerler.

Gen ismi | Pozisyon | Primer | Primer Dizisi (5'->-3") Baz
[smi Uzunlugu
(bp)

MMP 1 | -1607 Ileri CTATTTTCTTTGTCTGTGCTG | 26
primer | GAGTC
Geri TCTTGGATTGATTTGAGATA |29
primer | AGTCAGATC
MMP 3 | -1612 ileri GGTTCTCCATTCCTTTGATG | 30
(-1171) | primer | GGGGGAAAGA
Geri GGAATTCACATCACTGCCAC | 27
primer | CACTCTG
MMP9 | -1562 ileri ATTATCTCCATCTCACAGTC |22

primer | TC
Geri ATATTCACCTTCTTCAAAGC |22
primer | CC

Tasarlanan primerlerle ¢ogaltilacak MMP1 -1607 G/2G, MMP3 -1612
5A/6A ve MMP9 -1562 C/T genlerine ait allel tipleri i¢in secilen kesim enzimi ve
kesim sonucunda elde edilecek DNA parcalar1 Tablo 2.11°de gosterildi.

Tablo 2.11: Segilen kesim enzimleri ve kesilen allel tipleri.

Secilen Enzim Gene Ait Allel Baz Kesim Sonucu
Allel Tipi Uzunlugu (Bp) | (Bp)
Alwl MMP1 - 216bp - Kesim yok
5" GGATCNNNN| 3° -1607 G allel
3 CCTAGNNNNNT{1 5°
MMP1 -1607 - 217bp - 196 bp
2G allel - 20bp
. Psyl (Tth1111I) MMP3 -1612 - 124 bp - Kesim yok
6A allel
5" GACN|NNGTC 3’ MMP3 -1612 - 123 bp - 90bp
3’ CTGNN{TNCAG 5’ 5A allel - 32bp
Pael (Sphl) MMP9 -1562 - 451 bp - Kesim yok
5" GCATG|C ¥ C allel
3’ C1GTACG 5’
MMP9 -1562 - 451 bp - 236 bp
T allel - 211 bp
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Calismamizda bu biyoinformatik bilgiler dogrultusunda PZR-RFLP
sonucunda beklenecek bant biiytikliikleri Tablo 2.12°de oldugu gibi saptandi.

Tablo 2.12: PZR-RFLP sonucunda beklenen bant biiyiiklikleri ve genotip analizi.

PZR-RFLP Analizinde
Gen Genotip Beklenen Bant
Biiyiikliikleri (Bp)

MMP1 -1607 1G1G - 2l6bp

1G2G - 216 bp
- 196 bp
- 20bp

2G2G = 196 bp
- 20bp

MMP3 -1612 SASA - 90 bp
- 32bp

SAGA - 124 bp
- 90bp
- 32bp

6A6A - 124 bp

.MMP9 -1562 CcC - 451bp

CT -~ 451bp
- 236 bp
- 211bp

TT - 236 bp
- 211bp

2.2.2 Genotip Analizi

Bu c¢alismada hedef genlerin Tek Niikleotid Polimorfizmini (TNP) tespit
etmek i¢in PZR-RFLP yontemi kullanildi. RFLP iirtinleri Agaroz Jel Elektroforezi

cihazinda ytiriitiildiikten sonra gériintiilenerek genotip tespiti yapildi.

2.2.2.1 Genomik DNA izolasyonu

Calismamizda kandan Genomik DNA Izolasyonu i¢in 250 preplik PureLink
DNA Mini Kiti (Invitrogen) kullamildi. Firma tarafindan belirlenen ve asagida

gosterilen kit protokolii adim adim uygulanarak DNA izolasyonu gergeklestirildi.
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1. Hemogram tiiplerinden alinan 200 pL kan &rnekleri 1,5 mL’lik Steril
mikrosantrifiij tiiplere aktarildi.

2. Uzerine 20 pl proteinaz K ve RNase A eklenip 15 saniye boyunca
vortekslendi ve ardindan oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.

3. 200 pl Lizis/binding buffer ilave edildi ve 15 saniye boyunca vortekslendi.

4. 55°C’ye ayarlanmis termal blokta 10 dakika boyunca inkiibe edildi.

5. Mevcut lizatin tizerine 200 pl % 96-100°1uk etanol eklendi ve 5 saniye
boyunca vortekslendi.

6. Meydana gelen 640 pl’lik lizat1 kolon tiiplere aktarildi ve 10,000 x g’ de 1
dakika santrifiij edildi.

7. Toplama tiipti ¢ikartilarak uzaklastirildi ve yerine yeni toplama tiipii
yerlestirildi.

8. Kolon tiipiine 500 pL wash buffer 1 eklenerek DNA yikama islemine
baslandi.

9. 10,000 x g’ de 1 dakika santrifiij edildi ve ardindan toplama tiipii ¢ikartilip
yerine temiz toplama tlipii yerlestirildi.

10. Kolon tiiptine 500 pl wash buffer 2 eklenerek DNA yikama islemine devam
edildi.

11. En yiiksek devirde 3 dakika santrifiij edildi ve ardindan toplama tiipii
cikartilip eliisyona uygun (kapakli) temiz toplama tiipli yerlestirildi.

12. Eliisyon igin kolona 102 pl eliisyon buffer eklenip oda sicakliginda 1 dakika
bekletildi.

13. En yliksek devirde 1 dakika santrifiij edilerek toplama kabinda Genomik
DNA elde edildi.

Izolasyon sonucunun degerlendirilmesi i¢in genomik izolatlar %]1°lik agaroz
jelde yiirtitiilerek goriintiilendi. Daha sonra izolatlarin sahip olduklari konsantrasyon
ve kirlilik degerlerini saptamak i¢in nanodrop cihazinda &l¢iildii ve degerleri kayit

altina alindi.

Ardindan biitlin izolatlar esit konsantrasyona sahip olacak sekilde seyreltilerek
hedef genlerin PZR ile ¢ogalma reaksiyonuna hazir hale getirildi. Daha sonra -20

°C’ de koruma altina alindi.
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2.2.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

2.2.2.2.1 MMP-1 -1607 G/2G, MMP-3-1612 5A/6A ve MMP-9-1562 C/T
Hedef Genlerinin PZR ile Amplifikasyonu

MMP-1 -1607 G/2G, MMP-3-1612 5A/6A ve MMP-9-1562 C/T genlerinin
promotor bdlgesinin amplifikasyonu gergeklestirmek i¢in PZR yontemi kullanildi.
Bu islem icin MMP-1 geni -1607, MMP-3-1612 ve MMP-9-1562 genlerine ait
primerler kullanilarak son hacim 50 pl olacak sekilde ¢alisma soliisyonu hazirlandi.
Tablo 2.13’de gosterildigi gibi Taq Polimeraz enzimi haricindeki diger bilesenler

PZR tiipiine konularak nazik¢e karistirildi ve ardindan kisaca santrifiij edildi. Daha

sonra taq polimeraz enzimi eklenerek hizlica PZR cihazina yerlestirildi.

Tablo 2.13: PZR bilesenleri.

Kullanilan miktar ve stok konsantrasyonu

PZR Icerigi

MMP-1 - 1607 G/2G MMP-3-1612 5A/6A MMP-9 -1562 C/T
Kalip DNA 5 ul (20 ng/ul) 5 pl (20 ng/ul) 5 ul (20 ng/ul))
10X tampon 5 ul (10X) 5 ul (10X) 5 ul (10X)
KCl
dNTP mix 1 pl (10 mM) 1 ul (10 mM) 1 ul (10 mM)
MgCl2 5.5 1l (25 mM) 5 pl (25 mM) 4 ul (25 mM)
ileri Primer 1l (10 mM) 1l (10 mM) 1l (10 mM)
Geri primer I pl (10 mM) 1 pl (10 mM) I pl (10 mM)
Taq DNA 0.25 pl (5U/ pul) 0.25 ul (3U/ pl) 0.25 ul (5U/ )
polimeraz
dH:0 31.75 ul 32.25 pul 32.25 pl
Toplam Hacim | 50 ul 50 wl 50 ul

PZR programina uygun kosullar
amplifikasyonu gerceklestirmek igin kullanilan PZR kosullar1 Tablo 2.14°de

gosterilmistir.

girilerek reaksiyon baslatildi. PZR ile
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Tablo 2.14: Hedef genlerin PZR kosullar1.

PZR PZR Kosullar

ASAMASI MMP1-1607 | MMP3-1612 | MMP9-1562 | Dongi
G/2G 5A/6A C/T sayisl

Ik 94°C, 5 dk 94°C, 5 dk 94°C, 5 dk 1

Denatiirasyon

Denatiirasyon 94°C, 1 dk 94°C, 1 dk 94°C, 1 dk

Primer 55,5°C, 1 dk 61°C, 1dk 52°C, 1dk 35

Baglanmasi

Uzama 72°C, 1 dk 72°C, 1 dk 72°C, 1 dk

Son Uzama 72°C, 5 dk 72°C, 5 dk 72°C, 5 dk 1

Bekleme +4°C, o0 +4°C, o +4°C, o0 o0

Ilgili genlerin PZR ile amplifikasyon sonuglarini incelemek i¢in Agaroz Jel

Elektroforezi kullanildi. PZR iiriinleri %1,5 agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi.

2.2.2.3 PZR Uriinlerinin Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi

(PZR-RFLP)

2.2.2.3.1 MMP-1 G/2G PZR Uriiniin RFLP Reaksiyonu

MMP-1 -1607 G/2G polimorfik bolgesinin PZR ile g¢ogaltilan triinti Alwl
(BspPI) Enzimi ile kesilmistir. Tablo 2.15°de gosterildigi gibi malzemeler PZR
tiiptine konularak 32 pL'lik RFLP reaksiyon ¢alisma solusyonu hazirlandi. Ardindan
hafifce kanstirllip, kisa siirede santriftij edildi. RFLP reaksiyonunu optimum
seviyede gerceklestirmek icin 55°C’ye ayarlanmis termal blokta 16 saat inkiibe
edildi. RFLP reaksiyonunu sonlandirmak ig¢in ise reaksiyon tiipii 80 °C’de 20 dakika
bekletilerek, Alwl (BspPl) enzimi inaktive edildi. RFLP reaksiyon sonucunda PZR
tirtinii sahip oldugu 216 bp’lik G allelinde kesim olmayacak, 2G allelinde ise kesim

olacak ve 196 bp, 20 bp seklinde fragmentler meydana gelecektir.
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Tablo 2.15: MMP-1 — 1607 G/2G RFLP reaksiyon igerigi.

) Kullanilan miktar ve stok
RFLP Reaksiyon I¢erigi konsantrasyonu
PZR {riini 10 pl (0.5 pg/ pl)
Buffer Tango 2 ul(10X)
Alwl (BspPI) Enzim 2 ul (2U/ulb)
Su (dH:20) 18 wl
Toplam Hacim 32 ul

AlwI (BspPI) Enzim ile kesilen PZR iiriinlerini(RFLP) incelemek i¢in Agaroz
Jel Elektroforezi kullanildi. RFLP iriinlerinin kontrolii % 3.5’luk Agaroz Jelde
yiiriitiilerek goriintiilendi. Asagidaki Tablo 2.16°da gosterildigi gibi Agaroz jelde
gbzlemlenen RFLP bant biiyiikliikleri ile genotip saptandi.

Tablo 2.16: MMP-1 - 1607 G/2G RFLP iiriinii ve genotip tipleri.

Gen Cenoti PZR-RFLP Beklenen
P Bant Biiyiikliikleri (Bp)

MMP1 -1607 1G1G - 216bp
- 2l6bp

1G2G - 196 bp

- 20bp

- 196 bp

2G2G o

2.2.2.3.2 MMP-3 -1612 5A/6A PZR iiriiniin RFLP Reaksiyonu.

MMP3 -1612 5A/6A polimorfik bolgesinin PZR ile ¢ogaltilan {irlinii Psyl
(Tth1111) enzimi ile kesilmistir. Tablo 2.17°de gosterildigi gibi malzemeler PZR
tiipiine konularak 30 ul ‘lik RFLP reaksiyon ¢alisma solusyonu hazirlandi. Ardindan
hafifge karistirtlip, 15 saniye santrifiij edildi. RFLP reaksiyonunu optimum seviyede

gergeklestirmek i¢in 37°C’ye ayarlanmis termal blokta 25 dakika inkiibe edildi.

RFLP reaksiyonunu sonlandirmak igin ise reaksiyon tiipii 80 °C’de 5 dakika
bekletilerek Psyl (Tth1111) enzimi inaktive edildi.
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RFLP reaksiyon sonucunda PZR iiriinii 124 bp’lik 6A alleline sahip ise kesim

olmayacak, 123 bp’lik 5A alleline sahip ise kesim olacak ve 90-32 bp seklinde

fragmentler ortaya ¢ikacaktir.

Tablo 2.17: MMP3 -1612 5A/6A RFLP reaksiyon igerigi.

RFLP Reaksiyon Igerigi

Kullanilan miktar ve stok konsantrasyonu

Pcr tirtinii

10 pl (0.2 pg/ ul)

FastDiegest Green Buffer

2 ul (10X)

Psyl (Tth1111) FastDigest enzim

1l (10U/ud)

Su (dH20)

17 ul

Toplam Hacim

30 ul

Psyl (Tth111I) Enzim ile kesilen PZR iiriinlerini (RFLP) incelemek i¢in

Agaroz Jel Elektroforezi kullanildi. RFLP tiriinlerin kontrolii % 3,5’ luk agaroz jelde

yiiriitiilerek goriintiilendi. Tablo 2.18°de gosterildigi gibi Agaroz jelde gbzlemlenen

RFLP bant biiyiikliikleri ile genotip saptandi.

Tablo 2.18: MMP3 -1612 5A/6A RFLP iirlinii ve genotip tipleri.

GEN GENOTIP PZR-RFLP Beklenen Bant
Biiytikliikleri (bp)

SASA - 90bp
- 32bp

MMP3 -1612 SA6A - 124 bp
- 90bp
- 32bp

6A6A - 124 bp
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2.2.2.3.3 MMP-9 -1562 C/T PZR Uriiniin RFLP Reaksiyonu

MMP9 -1562 C/T polimorfik bélgesinin PZR ile ¢ogaltilan {irlinti Pael (Sphl)

Enzimi ile kesilmistir. Tablo 2.19°da gosterildigi gibi malzemeler PZR tiipiine

konularak 30 pl‘lik RFLP reaksiyon ¢alisma soliisyonu hazirlandi.

Ardindan hafifce karistirilip, kisa siirede santrifiij edildi. RFLP reaksiyonunu

en uygun seviyede gerceklestirmek i¢in 37°C’ye ayarlanmis termal blokta 25 dakika

inkube edildi. RFLP reaksiyonunu sonlandirmak i¢in ise reaksiyon tiipii 65°C’de 5

dakika bekletilerek Pael (Sphl) enzimi inaktive edildi. RFLP reaksiyon sonucunda

PZR iirtinii C alleline sahip ise kesim olmayacak, T alleline sahip ise kesim olacak ve

236-211 bp seklinde fragmentler olusacaktir.

Tablo 2.19: MMP9 -1562 C/T RFLP reaksiyon igerigi.

RFLP Reaksiyon Igerigi

Kullanilan miktar ve stok
konsantrasyonu

Pcr tirtini

10 pl (0.2 pg/ ul)

FastDiegest Green Buffer

2 ul (10X)

Pael (Sphl) I pl (10U/ul)
Su (dH:20) 17 pl
Toplam Hacim 30 ul

Pael (Sphl) enzim ile kesilen PZR {irtinlerini (RFLP) incelemek ig¢in Agaroz
Jel Elektroforezi kullanildi. RFLP iiriinlerinin kontrolii % 3,5’luk Agaroz Jelde

yiriitiilerek gortntiilendi. Tablo 2.20°de gosterildigi gibi Agaroz jelde gbzlemlenen

RFLP bant biiytikliikleri ile genotip saptandi.
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Tablo 2.20: MMP9 -1562 C/T RFLP liriinii ve genotip tipleri.

Gen Genioti PZR-RFLP Beklenen Bant
SHE Bityiikliikleri (B)
cc - 451bp
- 451bp
MMP9 -1562 CT ~ 236 bp
211 bp
TT - 236 bp
- 2llbp

2.2.2.4 Agaroz Jel Elektroforezi

Bu ¢alismada RFLP drtnlerin yiriitmek icin Agaroz Jel Elektroforezi
kullanilmistir. Genomik DNA’lar1 degerlendirmek i¢in % 1°lik agaroz jel, hedef
genlerin PZR iiriinlerini degerlendirmek igin % 1,5’luk agaroz jel ve ilgili genlerin

RFLP iirtinlerini degerlendirmek igin de % 3,5’ luk agaroz jel kullanilmistir.

Bu caligmadaki Agaroz Jel Elektroforezinin calisma alani ve kullanim

kosullar1 Tablo 2.21°de gdésterilmistir.
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Tablo 2.21: Agaroz jel elektroforezi ¢alisma igerikleri ve sartlari.

ladder
-2 ul 50 bp DNA ladder

A , o . JEL KULLANILAN o ‘ 1 YURUTME
YONTEM | JEL (%) | pj; pSENLERI | DNA KAYNAGI | YULKLEMEKOSULU | paguy
- 5 ul genom izolatlan
- 50 ml 1X TAE
-1 ul 6X DNA loading dye | -90V
i ]])N\:Anu % 1I'LIK - 0.5 gr toz agaroz 1ZOI?.AI.\JT:?,ARI -220 A
sy -4 1 100 bp DNA ladder | -40 dk
-2 Wl EtBr
-4 pl 50 bp DNA ladder
- 8 ul PZR iirtinii
- 50 ml 1X TAE .
MMP-1 d 16‘5 ul 6X DNA loading 00V
% 1,57luk | -0.75 gr toz agaroz MMP-3 Y 220 A
P MMP-9 -3 100 bp DNA ladder | 40 ¢k
-2.5 ul EtBr | p
- 3 ul 50 bp DNA ladder
- 16 pl RFLP iirtini
-50ml 1X TAE
-2 ul 6X DNA loading | -90V
RFLP -1.75 grtoz MMP-1 dye -%g(:jf
agaroz - 2pl 100 bp DNA ladder | -
-3 pl EtBr -2 ul 50 bp DNA ladder
-15 pl RFLP iirtinii
o 90V
: MMP-3 220 A
3,5’ luk -2 pl 100 bp DNA ladder | _gs5 gi
-2 ul 50 bp DNA ladder
-15 pl RFLP iirtinii
90V
MMP-9
-2 ul 100 bp DNA | -220A
-60 dk

Tablo 2.21°de gosterildigi gibi istenilen konsantrasyonlarda ve hacimlerde jel
hazirlanmasi i¢in gerekli miktarlardaki agaroz ve 1X TAE soliisyonu erlenmayere
eklenerek karistirildi. Ardindan mikrodalga firinda 1-1,5 dakika kaynatilarak
¢ozdiiriildii. Homojen karisim 60-80°C’ye kadar sogutuldu. Polimerlesme reaksiyonu
gerceklesmeden, istenilen konsantrasyonda jel i¢in 0,5-0.75 pg/ml konsantrasyonda
olacak sekilde etidyum bromiir eklendi ve calkalanarak homojen bir sekilde
karismasi saglandi. Jel kalibi elde edilmesi i¢in karisim, jel standina dokildil.

Yiikleme kuyucugu eldesi i¢in de jel taraklari takildi ve sofumaya birakildi.

Polimerlesme reaksiyonundan sonra jelden taraklar ¢ikarildi.
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Agaroz jel, elektroforezi tankina yerlestirildi ve jel yiizeyini lem gegecek

sekilde tankin igine 1X TAE doldurularak yliklemeye hazir hale getirildi.

MMP-3 ve MMP-9 PZR iriinleri i¢cin RFLP reaksiyonu gergeklestirilirken
kullanilan enzim sistemine ait tampon (green buffer) floresan boya igerigine sahip

oldugu igin ekstra yiikleme boyasi kullaniimamistir.

Tablo 2.21°de belirtildigi gibi kuyucuklara markér ve belirtilen miktarlarda
ornek ve yiikleme boyasi karisimi yiiklenerek katoddan anoda dogru DNA yiiriitme

islemi gergeklestirildi.

Yiriitme sonrasinda jel goriintiileme islemi; jel goriintiileme sisteminde

yapildi ve fotografi ¢ekilerek bilgisayarda kayit altina alindi.

2.2.3 listatistiksel Analiz

Deneysel sonuglarin istatistiksel analizi i¢in SPSS versiyon 20.0 program
kullanilarak yapildi. MMP-1, MMP-3, MMP-9 genotip dagilimlart Hardy Weinberg
esitligi ile degerlendirildi. Tanimlayic1 analizler normal dagilan degiskenler igin
ortalama ve standart sapma kullanilarak verildi. Ortalama, standart sapma, medyan
(ortanca), minimum deger, maksimum deder gibi niceliksel verilerin
karsilastirilmasinda student t testi kullanildi. Pearson Chi-Square Test ise niteliksel
verilerin karsilastirilmasmda kullanildi. P degeri 0,05 altinda oldugu durumlar

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

MMP-1 -1607 G/2G, MMP-3 -1171 (-1612) 5A/6A ve MMP-9-1562 C/T
genlerinin  promotor  bolgesindeki  polimorfik  bélgenin  amplifikasyonunu
gerceklestirmek i¢in PZR yontemi kullanildi. OSA hastalarindan ve kontrol grubuna
dahil edilen bireylerden toplanan kan ornekleri, Boliim 2.2.22.2.2.1°de anlatildigt
gibi iiretici firmaya ait kit protokolii uygulanarak DNA izolasyoniu yapildi. ilgili gen
boélgelerinin PZR ile amplifikasyonunu gergeklestirmek igin Tablo 2.3’de verilen
MMP-1 geni -1607, MMP-3-1612 (-1171) ve MMP-9-1562 primerleri kullanilarak,
Tablo 2.13"de verilen PZR bilesenleri karistirilarak PZR cihazina yerlestirildi. Tablo
2.14 verilen kosullarda PZR ile amplifikasyon gerceklestirildi. PZR iiriinleri Tablo
2.21°de verildigi gibi agaroz jel elektroforezide yiiriitiilerek jel goriintiileme
sisteminde goriintiilendi. Jeldeki PZR driinlerin biiytikligii Tablo 2.12°de verilen

biiytkliiklerle karsilastirilarak kontrol edildi.

3.1.1 MMP-1-1607 G/2G PZR Uriinii

Obstriiktif uyku apnesi (OSA) hastalarina ve kontrol grubundaki bireylere ait
DNA’lar kullanilarak MMP-1 -1607 G/2G polimorfik bdlgesi cogaltildi. PZR
sonucunda olusan 216 bp’lik PZR drtinleri, 50 bp marker kullanilarak % 1,5°luk

agaroz jeldeki goriintiisii Sekil 3.1°de gosterilmektedir.
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500 bp
250 bp

50 bp

Sekil 3.1: MMP-1 -1607 G/2G polimorfik bélgesinin PZR tiriinii, 50 bp marker kullamlarak
elde edilen % 1,5’luk agaroz jeldeki goriintiisii.

3.1.2 MMP3 -1612 (-1171) 5A/6A PZR Uriinii

OSA hastalarina ve kontrol grubunaki bireylere ait DNA’lar kullanilarak
MMP-3 -1612 (-1171) 5A/6A polimorfik bdlgesi ¢ogaltildi. PZR sonucunda olusan
124 bp’lik PZR iiriinleri, 100 bp marker kullanilarak % 1,5’luk agaroz jeldeki

goriintiisii Sekil 3.2°de gosterilmektedir.

1000 bp

500 bp

100 bp

Sekil 3.2: MMP-3 -1612 (1171) 5A/6A polimorfik bélgesinin PZR iiriinti, 100 bp marker kullanilarak
elde edilen % 1,5’luk agaroz jeldeki goriintiisii.
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3.1.3 MMP9 -1562 C/T PZR Uriinii

OSA hastalarina ve kontrol grubundaki bireylere ait DNA’lar kullanilarak
MMP-9 -1562 C/T polimorfik b&lgesi ¢ogaltildi. PZR sonucunda olusan 451 bp’lik
PZR trtinleri, 100 bp marker kullanilarak % 1,5°luk agaroz jeldeki goriintiisti Sekil

3.3"de gosterilmektedir.

1000 bp —— s
—— B s e G A S
100 bp

Sekil 3.3: MMP-9 -1562 C/T polimorfik bélgenin PZR (iriinii, 100 bp marker kullanilarak elde edilen
% 1,5’1uk agaroz jeldeki gdriintiisii.

3.2  PZR-RFLP Uriinleri

MMP-1 -1607 G/2G, MMP-3-1612 (-1171) 5A/6A ve MMP-9-1562 C/T
genlerinin promotor bdlgesindeki polimorfik bélgenin genotipini belirlemek igin
PZR-RFLP yontemi kullanildi. PZR-RFLP reaksiyonu igin OSA hastalarin ve

kontrol grubundaki bireylerin PZR triinleri se¢ildi.

MMP-1 1607 G/2G polimorfik bélgesinin PZR lirlinii Tablo 2.15°de
gosterildigi  gibi Alwl (BspPI) kesim enzimi ile muamele edilerek Boliim
2.2.2.3.1°de agiklandigi gibi PZR-RFLP iirtinii elde edildi. PZR-RFLP {iriinleri Tablo
2.21'de wverildigi gibi agaroz jel elektroforezide yiiriitilerek jel gorintiileme
sisteminde goriintiilendi. Jeldeki PZR-RFLP {irlinlerin bant biiytikliikleri Tablo

2.16°da verilen bant biiyiikliikleri ile karsilastirilarak genotipler saptandi.
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MMP-3-1612 (-1171) 5A/6A polimorfik bolgesinin PZR {irlinti Tablo 2.17°de
gosterildigi gibi Psyl (Tth111l) kesim enzimi ile muamele edilerek Bd&liim
2.2.2.3.2°de anlatildig1 gibi PZR-RFLP {irlinti elde edildi.

PZR-RFLP iiriinleri Tablo 2.21°de verildigi gibi agaroz jel elektroforezide
ylriitlilerek jel goriintiileme sisteminde goriintiilendi. Jeldeki PZR-RFLP iiriinlerin
bant biiytikliikleri Tablo 2.18’da verilen bant biiyiiklikleri ile karsilagtirilarak

genotipler belirlendi.

MMP-9-1562 C/T polimorfik bélgesinin PZR iiriinii Tablo 2.19°da
gosterildigi gibi Pael (Sphl) kesim enzimi ile muamele edilerek Bélim 2.2.2.3.3°de
aciklandigi PZR-RFLP iiriinii elde edildi. PZR-RFLP {iriinleri Tablo 2.21°de verildigi
gibi agaroz jel elektroforezide yiiriitiilerek jel goriintiileme sisteminde goriintiilendi.
Jeldeki PZR-RFLP driinlerin bant biytklikleri Tablo 2.20°da verilen bant

buytuikliikleri ile karsilastirilarak genotipler saptandi.

3.2.1 MMP-1-1607 G/2G PZR-RFLP Uriinii

MMP-1 -1607 G/2G polimorfik bdlgesinin PZR trtinii Alwl (BspPI) kesim
enzimi ile Kkesilerek genotipler saptandi. PZR-RFLP f{irlinlerin agaroz jeldeki
goriintiistinde sadece 216 bp’lik bant gériildiigiinde GG genotipli birey, 216, 196 ve
20 bp’lik bant gorildiigiinde G2G genotipli birey ve 196 ve 20 bp’lik bant
goriilduigiinde 2G2G genotipli birey olarak degerlendirildi. PZR-RFLP iirtinleri, 100
bp marker kullanilarak % 3,5'luk agaroz jeldeki goriintisii sekil 3.4°de

gosterilmektedir.
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2G5 G2G GG GG 262G GAG GG

216 bp
196 bp

Sekil 3.4: MMP-1 -1607 G/2G polimorfik bolgesinin PZR iiriinii Alwl (BspPl) enzimi ile
kesilip 100 bp marker kullanilarak elde edilen % 3,5°luk garoz jeldeki gériintiisti.

3.2.2 MMP3-1612 (-1171) 5A/6A PZR-RFLP Uriinii

MMP-3-1612 (-1171) 5A/6A polimorfik bélgesinin PZR lirlinii Psyl
(Tth1111) kesim enzimi ile kesilerek genotipler saptandi. PZR-RFLP iirlinlerin
agaroz jeldeki goruintiisiinde sadece 124 bp’lik bant géruldiiglinde 6A6A genotipli
birey, 124, 90 ve 32 bp’lik bant goriildiigiinde SA6A genotipli birey ve 90 ve 32
bp’lik bant goriildiigiinde SA5A genotipli birey olarak degerlendirildi. PZR-RFLP
tirtinleri, 100 bp marker kullanilarak % 3,5’luk agaroz jeldeki goriintiisii sekil 3.5°de

gosterilmektedir.

124 bp
SO b —

Sekil 3.5: MMP-3 -1612 (1171) 5A/6A polimorfik bdlgesinin PZR iiriinii Psyl (Tth1111)
enzimi ile kesilip 100 bp marker kullanilarak elde edilen % 3,5’luk agaroz jeldeki goriintiisii.

42



3.2.3 MMP9 -1562 C/T PZR-RFLP Uriinii

MMP-9-1562 C/T polimorfik bélgesinin PZR {irtinii Pael (Sphl) kesim
enzimi ile kesilerek genotipler saptandi. PZR-RFLP iirlinlerin agaroz jeldeki
goriintlisiinde sadece 451 bp’lik bant goriildiigiinde CC genotipli birey, 451, 236 ve
211 bp’lik bant gorulduginde CT genotipli birey ve 236 ve 211 bp’lik bant
goriildiigtinde TT genotipli birey olarak degerlendirildi. PZR-RFLP irtinleri, 100 bp

marker kullanilarak % 3,5°luk agaroz jeldeki goriintiisii sekil 3.6°da gosterilmektedir.

451 bp — §

236 bp —
211 bp —

Sekil 3.6: MMP-9 -1562 C/T polimorfik bdlgesinin PZR iiriinii Pael (Sphl) enzimi ile
kesilip 100 bp marker kullanilarak elde edilen % 3,5°luk garoz jeldeki goriintiisii.

3.3  Istatistiksel Bulgular

3.3.1 Cahsmaya Katilan Hasta ve Saghkh Grubu Ozellikleri

Balikesir Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan onay alindiktan
sonra calisma baslatildi. Calismaya 85 obstriiktif uyku apne sendromlu ve herhangi
bir kronik hastaligi olmayan ve diizenli ilag kullanmayan 97 saglikli kontrol eklendi.
Kontrol grubundaki kisilerin koroner kalp hastaligi, kronik bobrek hastaligi, uyku

apne sendromu ve diabet hastalig1 yoktu.
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Calismada kullanilan kan &rnekleri Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma Hastanesi Gogiis Hastaliklart poliklinigine basvuran hastalardan temin
edildi. Oncelikle tiim hasta ve kontrollerden genomik DNA izole edilerek ¢alisma

baglatild1. Calismaya katilanlarin yas ve cinsiyet dagilimi Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: Demografik &zellikler.

Demografik Calisma
Ozellikler Populasyonu
Min-Mak (Medyan) Ort+£Ss N(%)
Yas (y1l) 22-80 (45,00) 43,44+11,59 182
Erkek 98 (54,1)
Cinsiyet Kadin 83 (45,9)
BKI (kg/m2) 17,73-48,54 28,03+5,83 182

Calismaya katilan kisilerin 98°i (%54,1) erkek 8371i(45,9) kadindi. Yaglar 22
ile 80 arasindaydi. Yas ortalamatstandart sapma 43,44+11,59 olarak bulundu. Tiim
olgularin Viicut Kitle Indeksi (BKI) 17,7 ile 57,13 arasindayd: ve ortalama=standart
sapma; 28,03+5,83 olarak belirlendi.

Tablo 3.2: OSA ve Kontrol grubun demografik ¢zelliklerin dagilimi.

Demografik [statistiksel OSA Kontrol p
ozellikler Ozellikler n=85 n=97
Min- 2280 (44) | 23-65 (43) 0.112 *
Yas (yil) Mak(Medyan)
Ort£Ss 42,16+11,02 | 43,16+11,97
Cinsiyet Erkek 47 51 0767 **
Kadin 38 46
BKI (kgm2) | Min- 20,96-57.13 | 17,73-36.33 | 0.01%*
Mak(Medyan) | (30,44) (24,72)
Ort£Ss 31,61 £5,76 | 24,88 £3,71

*Student T Test ** Pearson Chi-Square

Tablo 3.2°de gosterildigi gibi OSA ve kontrol grubu yas ve cinsiyet agisindan
degerlendirildiginde anlamli farklilik bulunmamistir (p=0,112*, P=0,767 **). Viicut
Kitle Indeksi, hasta grubunda anlamli yiiksek bulunmustur (p=0,01%*%).
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Sekil 3.7: OSA hasta grubundaki AHI skorlama dagilimi.

OSA hasta grubuna dahil edilen bireylerin AHI degerlerinin dagilimi tablo
3.7°de gosterilmistir.

3.3.2 MMP-1-G/2G MMP-3-5A/6A ve MMP-9 C/T allelerin H-
Weinberg Esitligi.

G.H. Hardy ve Wilhelm Weinberg’'e gore ideal kosullarda allel
frekanslarindan genotip frekanslari hesaplanabilir.
G ve 2G gibi iki allel i¢in Hardy-Weinberg binomial dagilimi:

-P= G frekansi ve q=2G frekansi, p+q=1
-P°’GG
-2pqG2G

-q*2G2G
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Table 3.3: OSA hasta grubunda MMP-1 G/2G alleli igin H-Weinberg esitligi (n=85).

Varyant Gozlenen frekans Beklenen frekans
N % N %
MMPI G/IG 37 %43.5 33,04 % 38,8
G2G 39,90 % 46,9
32 %37.6
2G2G 16 %188 12,04 % 14,1

Tablo 3.4: OSA hasta grubunda MMP-1 (p+q=1).

Gen frekanslar Genotip frekanslari
n_|PG) P(2G) P 2pq q
| Gézlenen | 85 [ 0,62 0,38 0,388 0,469 0,141

Allel frekanslari; G igin 0,62 2G alleli igin ise 0,38 oraninda saptanmustir.
Beklenen ve gozlenen frekanslara gére hesaplanan Ki-kare degerimiz, x2=3,336

olarak saptanmistir. Populasyon Hardy-Weinberg dengesindedir. (p=0,067).

Tablo 3.5: Kontrol grubunda MMP-1 G/2G alleli igin H-Weinberg esitligi (n=97).

Varyant Gozlenen frekans Beklenen ferkans
N Yo N %
MMP1 G/G 25 %25.8 26,291 %27.0
G2G 48.417 %50.0
3l %352,6
2G12G 21 %21.6 22,291 %23.0

G ve 2G gibi iki allel igin Hardy-Weinberg binomial dagilimi:

-P= G frekansi1 ve g=2G frekansi, p+q=1
-P’GG

-2pqG2G

-*2G2G

Tablo 3.6: Kontrol grubunda MMP-1 (p+q=1).

Gen frekanslari Genotip frekanslari
n | P(G) P(2G) p? 2pq q°
Gozlenen | 97 | 0,52 0,48 0,271 | 0,499 0,229
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Allel frekanslar; G icin 0,52 2G alleli i¢in ise 0,48 oraninda saptanmustir.
Beklenen ve gozlenen frekanslara gore hesaplanan Ki-kare degerimiz, x2=0,275

olarak saptanmistir. Populasyon HardyWeinberg dengesindedir. (p=0,599).

Tablo 3.7: OSA hasta grubunda MMP-3 5A/6A alleli icin H-Weinberg esitligi (n=85).

Varyant Gozlenen frekans Beklenen ferkans
N % N %
MMP3 6A/6A 16 %18.8 30,00 %35,2
SA/6A 40,99 %48.2
69 %81.2
SA/5A 0 0 14,00 %16.,6

5A ve 6A gibi iki allel i¢cin Hardy-Weinberg binomial dagilimi:
-P=6A frekansi ve q=5A frekansi, p+q=1

-P’6A6A

-2pqSA6A

-q* 5A5A

Tablo 3.8: OSA hasta grubunda MMP-3 (p+q=1)

Gen frekanslari Genotip frekanslari
n P(6A) | P(5A) p? 2pq q°
Gozlenen | 85 | 0,594 0,405 0,352 |0,482 0,164
Beklenen | 85 | 0,594 0,405 0,352 | 0,482 0,164

Allel frekanslari; 6A alleli icin 0.6 SA alleli igin ise 0,4 oraninda saptanmistir.
Beklenen ve gozlenen frekanslara gore hesaplanan Ki-kare degerimiz, x2=39,68 olarak

saptanmistir. Populasyon Hardy Weinberg dengesindedir (p=3.01).

Tablo 3.9:kontrol grubunda MMP3 5A/6A alleli icin H-Weinberg esitligi

Varyant Gozlenen frekans Beklenen ferkans
N % N %
MMP3 6A/BA 11 %11,3 30,06 %31.0
SA/6A 47.876 %490
86 %88,7
SA/5A 0 19,06 %20,0
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5Ave 6A gibi iki allel icin Hardy-Weinberg binomial dagilimi:
-P= 6A frekansi ve q=5A frekansi, p+q=1

-P’6A6A

-2pg5A6A

-q* 6ABA

Tablo 3.10: Kontrol grubunda MMP3 5A/6A (p+q=1)

Gen frekanslar Genotip frekanslari
n | P(6A) P(5A) p’ 2pq q°
‘ Gozlenen | 97 | 0,56 0,44 0,309 | 0,493 0,196

Allel frekanslari; 6A alleli i¢gin 0,56 5A alleli i¢in ise 0,44 oraninda
saptanmigtir. Beklenen ve gozlenen frekanslara gore hesaplanan Ki-kare degerimiz,

x2=61,51 olarak saptanmistir. Populasyon Hardy Weinberg dengesindedir (p=4.,41).

Tablo 3.11: OSA hasta grubunda MMP-9 C/T alleli igin H-Weinberg esitligi (n=85).

VARYANT Gozlenen frekans Beklenen ferkans
N % N %
MMP9 CcC 59 %669.4 59,305 %70.0
€T 23,388 %27.5
24 %28.)
TT 2 %24 2.305 %2.7

Cve T gibi iki allel icin Hardy-Weinberg binomial dagihmi:

-P= C frekansi ve q=T frekansi, p+q=1
P

-2pqCT

G TT

Tablo 3.12: OSA hasta grubunda MMP-9 (p+q=1).

Gen frekanslar Genotip frekanslan
n | P(C) P(T) P 2pq a’
Gozlenen | 85 | 0,835 0,164 0,697 | 0,275 0,027
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Allel frekanslari; C alleli igin 0,83 T alleli i¢in ise 0,16 oraninda saptanmustir.
Beklenen ve gozlenen frekanslara gore hesaplanan Ki-kare degerimiz, x2=0,058

olarak saptanmustir. Populasyon HardyWeinberg dengesindedir (p=0,809).

Tablo 3.13: Kontrol grubunda MMP-9 C/T alleli igin H-Weinberg esitligi (n=85).

Varyant Gozlenen frekans Beklenen ferkans
N % N %
MMP9 61 74 %76.3 71,878 74
CT 23,242 24
19 %19.6
TT 4 %41 1.878 2

C ve T gibi iki allel igin Hardy-Weinberg binomial dagilimi:
-P= C frekans1 ve q=T frekansi, p+q=1

-P’cC

-2pqCT

A TIT

Tablo 3.14: Kontrol grubunda MMP-9 (p+q=1).

Gen frekanslari Genotip frekanslar
n P(C) P(T) p? 2pq q°
Gozlenen | 97 | 0,860 0,139 0,741 | 0,239 0,019

Allel frekanslari; C alleli i¢in 0,86 T alleli igin ise 0,13 oraninda saptanmuistir.
Beklenen ve gozlenen frekanslara gore hesaplanan Ki-kare degerimiz, x2=3,23
olarak saptanmistir. Populasyon HardyWeinberg dengesindedir (p=0,072).

3.3.3 MMP1 -1607 Genotip Dagilimlar:

OSA ve Kontrol grubunda MMP1 -1607 genotip ve allel dagilimi Tablo
3.15de gosterildigi gibidir.
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Tablo 3.15: MMP1 -1607 genotip dagilimlar.

MMPI OSA Kontrol P
(n=85) (n=97)

G/G 37 (%43.5) 25 (%25,8) 0,037*
G/2G 32 (%37.6) 51 (%52,6)
2G/2G 16 (%18.8) 21(%21,6)

Allel
G 106(%62.4) 101(%52,00) 0,012*
2G 64(%37.6) 93(%48,00)

*Pearson Chi-Square

MMP1 -1607 genotip dagiliminda, G/G varyanti OSA grubunda %43,5,
kontrol grubunda %25,8 goriildii. G/2G varyantt OSA grubunda %37,6, Kontrol
grubunda ise %52,6 gbzlemlenmistir. 2G/2G varyantt OSA ve kontrol grubunda
sirasiyla %18,8 ve %21,6 olarak gozlemlendi. Hasta ve kontrol grubu arasinda

varyant dagilimi istatistiksel olarak anlamlilik bulundu (p=0,037).

MMP1 -1607 allel dagiliminda, G alleli OSA grubunda %¢62,4, Kontrol
grubunda %52,00 gorildii. 2G alleli OSA grubunda %37,6, Kontrol grubunda ise

%48,00 gozlemlenmistir. OSA ve Kontrol grubu arasinda allel dagilimi istatistiksel
olarak anlamlilik bulundu (p=0,012%).

3.3.4 MMP3 -1171 Genotip Dagilimlar:

OSA ve Kontrol grubunda MMP3 -1171 genotip ve allel dagilimi Tablo
3.16’de gosterildigi gibidir.

Tablo 3.16: MMP3 -1171 genotip dagilimlari.

MMP3 OSA Kontrol P
(n=85) (n=97)
6A/6A 16 (%18.8) 11 (%11,3) 0,156*
5A/6A 69 (%81,2) 86 (%88.7)
Allel
6A 101(%59,4) 108(%55,7) 0,156*
5A 69(%40.6) 86(%44.3)

*Pearson Chi-Square Test
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MMP3 — 1171 (- 1612) genotip dagiliminda, 6A/6A varyanti OSA grubunda
%18,8, kontrol grubunda %I11,3 goriildii. 5A/6A varyanti OSA grubunda
%81,2’sinde, Kontrol grubunda ise %88,7’sinde gozlemlenmistir. SA/5A varyanti
OSA ve Kontrol grubunda gézlemlenmedi. Hasta ve kontrol grubu arasinda varyant

dagilimi istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadi (p=0,156).

MMP3 — 1171 (- 1612) allel dagiliminda, 6A alleli OSA grubunda %59.4,
Kontrol grubunda %55,7 goriildii. SA alleli OSA grubunda %40,6, Kontrol grubunda
ise %44,3 gozlemlenmistir. Hasta ve kontrol grubu arasinda allel dagilimi

istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadi (p=0,156).

3.3.5 MMP9 -1562 Genotip Dagilimlar:

OSA ve Kontrol grubunda MMP9 -1562 genotip ve allel dagilimi Tablo
3.17°de gosterildigi gibidir.

Tablo 3.17: MMP9 -1562 genotip dagilimlari.

MMP9 OSA Kontrol P
(n=85) (n=97)

CC 59 (%69.4) 74 (%76.,3) 0,340%
CT 24 (%28,2) 19 (%19,6)
T 2(%02,4) 4 (%4.1)

Allel
C 142 (%83,5) | 167(%86,00) 0,190%
) 28(%16.,5) 27(%14,00)

*Pearson Chi-Square **Fisher-Exact Test

MMP-9 -1562 genotip dagiliminda, C/C varyantt OSA grubunda %694,
kontrol grubunda %76,3 gorildii. CT varyantt OSA grubunda %?28,2"sinde, Kontrol
grubunda ise %19,6’sinda gézlemlenmistir. T/T varyanti OSA ve kontrol grubunda
sirasivla %2.,4 ve %4,1 olarak gdzlemlendi. Hasta ve kontrol grubu arasinda varyant

dagilimu istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadi (p=0,340).
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MMP-9 -1562 allel dagiliminda, C alleli OSA grubunda %383.5, Kontrol
grubunda %386,00 goriildii. T alleli OSA grubunda %16,5, Kontrol grubunda ise

%14,00 gézlemlenmistir Hasta ve kontrol grubu arasinda allel dagilimi istatistiksel
olarak anlamlilik bulunmadi (p=0,190%).
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4. SONUC VE TARTISMA

MMP'ler, hiicre dis1 matriksi pargalayan proteolitik enzimlerdir [85]. MMP-1
(interstisyel kollajenaz) ve MMP-3 (stromelisin), ¢ok islevli enzimlerdir. MMP-1,
MMP-3 fizyolojik ve patolojik siireglerde doku yeniden yapilanmada gorev alan,
kromozom 11q'da lokalize olan genlerdir [86]. MMP3'lin bazal membran kollajenini
sindirdigi ve MMP1 ve MMP9 (Jelatinaz B) gibi diger MMP'lerin sentezini
indiikledigi bilinmektedir [87]. MMP-9 (jelatinaz-B), 20q kromozomu iizerinde bir
gen lokusuna sahip bir tip IV kollajenazdir [31, 64]. MMP-9, bir¢ok biyolojik siiregte
hayati bir rol oynayan &nemli bir proteazdir. Insanlarda nétrofiller, makrofajlar,

fibroblastlar ve endotel hiicreler MMP-9'u sentezleyebilir ve salgilayabilir [23, 64].

MMP'ler, fizyolojik kosullarda temel seviyelerde ifade edilirler, ancak
MAPK, JNK ve NF-kB'ye bagimli sinyal yolaklarimin aktivasyonu yoluyla bazi
hormonlara, biiyiime faktérlerine ve enflamatuar ve fibrojenik sitokinlere cevap
olarak farkli sekilde ifade edilirler [36]. Her ne kadar metaloproteinazlarm gen
ekspresyon seviyesi transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel mekanizmalarla
diizenlenmis olsa da, transkripsiyonel mekanizmalar en fazla etkiye sahiptir. Cogu
MMP, asagidaki transkripsiyon faktérleri ic¢in baglanma bolgeleri olusturan
promotdr bolgelerinde ortak dizileri barindirir. Bunlar, aktivator protein- 1 ve -2
(AP-1-2) bdlgesi, Polima giiglendirici aktivite-3 (PEA3) bolgesi, SP -1 bolgesi, NF-
kB bolgesi ve STAT bolgesidir.[88, 89]

Transkripsiyon faktérlerinin veya transkripsiyon baskilayicilarinin baglanma
bélgelerindeki niikleotit dizilerindeki degisiklikler, MMP gen ekspresyonunun
diizenlenmesini degistirerek obstriiktif uyku apne sendromu tizerinde bir etkiye sahip

olabilir.

Osteomiyelit, mikrobiyal enfeksiyonlarin neden oldugu kemik erimesinin
eslik ettigi enflamatuar bir stiregtir. 2017 yilinda Kong Q ve arkadaslarmin Cin Han
popiilasyonunda MMP-1 geni —1607 2G/1G polimorfizminin osteomiyelit riski ile
iliskisini inceledikleri ¢alismada 2G2G genotipi ve 2G alelin osteomiyelit olusumunu

kolaylastirdigini belirlemislerdir [90].
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2012 yilinda Abd-Allah SH ve arkadaglar1 MMP-1 (-1607) 1G / 2G
degisiminin osteoartrit ile iligkisinini inceledikleri galismada 2G allelin osteoartrite
katkida bulundugunu ggstermislerdir [91]. 2001 yilinda Ghilardi G ve arkadaslar
MMP- 1 -1607 G/2G polimorfizmin kolorektal kanser metastazi ve invazivligi ile
iliskisini inceledikleri ¢alismada, MMP -1 promotor bélgesinde 2G polimorfizminin
varliginin kolorektal kanser hastalarinda metastatik siireci destekleyebilecegini ve
kotii prognoz igin risk faktorii olarak bakilabilecegini belirlediler [92]. 2011 yilinda
Liu, L. ve arkadaglart MMP-1 —1607 G/2G polimorfizminin akciger kanserinin
gelisimi ve ilerlemesi ile iliskisini inceledikleri ¢alismada, 2G2G genotipinin dnemli
olgtide akciger kanserinin hem gelisimiyle hem de ilerlemesiyle iliskili oldugunu
gosterdiler [93]. 2011 yilinda Malik, N. ve arkadaslarinin Kuzey Hindistan
popiilasyonunda MMP-1 gen polimorfizminin glioblastoma multiforme ile iliskisini
inceledikleri ¢alismada, 2G2G genotipinin ve 2G alelinin glioblastoma multiformeyi
gelistirme duyarlihginin artmasiyla iligkili oldugunu gosterdiler [94]. 2009 yilinda
Huang, C. D. ve arkadaslar1 Tayvan popiilasyonunda astimda kalict hava yolu
tikanikhi@r ile iligkisini inceledikleri ¢alismada, G alleli igeren genotiplerin (1G2G ve
GG ) astimda kalici hava yolu tikaniklig: ile iliskili oldugunu ve heterozigot 1G
genotipinin (1G/2G) astimdaki kalict hava yolu tikanikligina en duyarl oldugunu
belirlediler [95].

MMP1 promotor bdlgesinin -1607 pozisyonunda G/2G olarak bilinen
polimorfizm (rs1799750) bir guaninin eklenmesi veya silinmesine bagl olarak genin
ekspresyon seviyesini etkilemektedir. Promotor bolgesi -1607 pozisyonundaki bir
guaninin insersiyonu ETS transkripsiyon faktorii ailesinin bir tiyesi olan E26 igin bir
baglanma bélgesi olusturur ve 2G alleli G allelinden daha yiiksek ekspresyona ugrar

[44, 55-57, 93].

Bizim calismamizda; MMP1 -1607 genotip dagiliminda, G/G varyanti OSA
grubunda %43,5, kontrol grubunda %25,8 goriildi. G/2G varyanti OSA grubunda
%37.6, kontrol grubunda ise %52,6 gozlemlenmistir. 2G/2G varyanti OSA ve
kontrol grubunda sirasiyla %18,8 ve %21,6 olarak gtzlemlendi. OSA ve kontrol

grubu arasinda varyant dagilimi istatistiksel olarak anlamlilik bulundu (p=0,037).
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MMP1 -1607 allel dagiliminda, G alleli OSA grubunda %62.4, kontrol
grubunda %52,00 goriildi. 2G alleli OSA grubunda %37.6, kontrol grubunda ise
%48.,00 gézlemlenmistir. OSA ve kontrol grubu arasinda allel dagilim istatistiksel
olarak anlamlilik bulundu (p=0,012%*).

2014 yilinda Cin popiilasyonunda Guan X ve arkadaslart MMP3 -1612
(=1171) 5A/6A polimorfizmin &zofagus skuaméz hiicreli karsinom (ESCC) riski ile
iliskisini inceledikleri calismada, MMP3 -1612 5A/6A polimorfizminde 6A5SA ve
5ASA genotipleri, 6A6A genotipine kiyasla dnemli 6l¢tide daha yiiksek ESCC
riskine sahipti. 5A alelini tasiyan hastalar, 6A alelini tasiyan kisilere kiyasla ESCC
gelisimi i¢in 6nemli derecede daha yiiksek bir riske sahip olmasi 5A allelin ESCC
gelisimi i¢in genetik bir yatkinhk fakttrii olabilecegini bildirdiler [96]. 2015 yilinda
Ding C. ve arkadaslart MMP3 -1612 (-1171) 5A / 6A polimorfizin periodontitis riski
ile iliskisini inceledikleri calismada MMP3 5A/6A polimorfizminde transkripsiyonel
olarak daha aktif olan SA aleli ile periodontitis arasinda bir baglanti oldugunu
gostermiglerdir [97]. 2003 yilinda Beyzade S. ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada 6A
alelinin koroner aterosklerozun ilerlemesinde etkili oldugunu géstermislerdir. Buna
benzer baska bir calismada 2013 yilinda Sakowicz, A. ve arkadaslar tarafindan
MMP3 -1171 5A/6A polimorfizmin ateroskleroz ile iligkisini inceledikleri ¢alismada,
6A6A genotipli bireylerin, diger genotipli bireylere gore daha fazla miktarda koroner
aterosklerozu oldugu bildirildi [98-102]. 2016 yilinda Li, X. P. ve arkadaslar1 Cin
Han popiilasyonunda MMP3 -1171 5A/6A polimorfizmin derin vendz trombozu
(DVT) ile iliskisini inceledikleri ¢alismada, SA6A ve 6A6A genotipleri tagtyan DVT
hastalarin serumlarinda MMP3 diizeyi kontrol grubundan yiiksek oldugunu ve 6A
allelin, DVT riskindeki artisla iliskili olabilecegini gosterdiler [103]. 2015 yilinda
Teplyakov, A. T. ve arkadaglart MMP-3 -1171 5A/6A polimorfizminin kronik kalp
yetmezligi (KKY) gelisimi ve seyri tizerindeki etkisi ile iliskisini inceledikleri
calismada, 5ASA genotipin ve 5A alelin KKY gelisimi ve ciddi seyri tizerinde etkili
oldiigiinii gosterdiler [104]. 2011 yilinda Liu, D. ve arkadaslar1 MMP-3 - 1171
5A/6A polimorfizmin kolorektal kanser riski arasindaki iliskiyi inceledikleri meta-
analizinde, MMP-3 -1171 5A/6A polimorfizminde 6A6A genotipin kolorektal kanser
riskini arttirdigini gosterdiler [105].
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2010 yilinda Fallah, S. ve arkadaslari Tip 2 diabetes mellitus (T2DM)
hastalarinda MMP-3 -1612 5A/6A polimorfizmin koroner arter darhig (CAS) ve
hastalikli damar sayisi duyarhiligi ile iliskisini inceledikleri g¢aligmada, MMP3
geninin 6A alelinin CAS i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugunu gosterdiler [106].

MMP3 promotor bdlgesi -1171 veya -1612 pozisyonunda 5A/6A olarak
bilinen polimorfizm (rs35068180 veya rs3025058) bir adenin bazinin delesyonundan
kaynaklanmaktadir ve 5A alleli ile sonuglanmaktadir [61, 62]. MMP3 -1171 (-1612)
5A/ 6A polimorfizmi ile ilgili olarak, 5A alleli Nf-KappaB bdolgesi tasirken, 6A alleli
Nf-kappaB bolgesinden yoksundur ve bu durum 6A allelin transkripsiyon

aktivitesinin azalmasina neden olur [85, 97].

Bizim g¢alismamizda; MMP3 —1171 (-1612) genotip dagiliminda, 6A/6A
varyanti OSA grubunda %18,8, kontrol grubunda %]11,3 goriildii. 5A/6A varyanti
OSA grubunda %81.2, kontrol grubunda ise %88.7 gozlemlenmistir. 5A/5A varyanti
OSA ve kontrol grubunda gézlemlenmedi. OSA ve kontrol grubu arasinda varyant
dagilimi istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadi (p=0,156). MMP3 1171 (- 1612)
allel dagiliminda, 6A alleli OSA grubunda %59.4, kontrol grubunda %55,7 goriildil.
SA alleli OSA grubunda %40,6, kontrol grubunda ise %44,3 gozlemlenmistir. Hasta
ve kontrol grubu arasinda allel dagilimi istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadi

(p=0,156).

2013 yilinda Chen L ve arkadaslarmin MMP-9 -1562 C/T promotor
polimorfizmlerinin KOAH duyarlilig1 ile iliskisini inceledikleri meta-analizinde,
MMP-9 -1562 C/T polimorfizminde en az bir T aleli tagiyan bireylerin KOAH igin
C homozigot tagiyanlardan daha yliksek bir risk tasiyabilecegini gosterdiler [107].
2015 yilinda Buraczynska, K. ve arkadaglart MMP-9 -1562 C/T polimorfizmin inme
riski ileiliskisini inceledikleri calismada, T allelin inme riski ile anlamli bir sekilde
iliskili oldugunu gosterdiler [68]. 2009 yilinda Rybakowski, J. K. ve arkadaglari
MMP-9 -1562 C/T polimorfizmin bipolar duygudurum bozuklugu ile iliskisini
inceledikleri ¢alismada, T alleli bipolar duygudurum bozuklugu ile iliskili oldugu
belirlendi [108]. Esas olarak diyabetik retinopati (DR) ve diyabetik nefropati (DN)
de dahil olmak iizere diyabetik mikrovaskiiler komplikasyonlar (DMI), diinyada

siirekli olarak artmaktadir.
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2015 yilinda Zhang, Z. ve arkadaglart MMP-9 -1562 C/T polimorfizmin
diyabetik nefropati (DN) ile iligkisini inceledikleri ¢alismada, T allel varyantinin DN

riski i¢in genetik bir marker olabilecegini gosterdiler [109].

2015 yilinda Rahimi, Z. ve arkadaslari Bati Iranda MMP-9 -1562 C/T
polimorfizminin meme kanseri ile iliskisini inceledikleri ¢alismada, T allelinin
varhigr meme kanseri riski ile iligkili oldugu saptandi [110]. 1999 yilinda Zhang, B.ve
arkadaslart MMP-9 -1562 C/T polimorfizmin koroner ateroskleroz siddeti ile
iliskisini inceledikleri ¢alismada, T alelini tasiyan bireylerde koroner ateroskleroz
siddetinin artis1 ile iliskili oldugunu gostermislerdir [111]. 2008 yilinda Tang, Y. ve
arkadaglar1 Guineydogu Cin Popiilasyonunda MMP-9 -1562 C/T polimorfizmin lenf
nodu metastazi ile iliskisini inceledikleri calismada, T alelin lenf nodu metastazi ile
iliskili oldugunu saptadilar [112]. 2008 yilinda Benesova, Y. ve arkadaglart MMP-9 -
1562 C/T polimorfizmin multipl skleroz (MS) ile iliskisini inceledikleri ¢calsmada, T
alel tasiyicilarinin MS'ye daha az duyarli oldugunu gosterdiler [113]. 2009 yilinda
Rybakowski, J. K. ve arkadaglart MMP-9 -1562 C/T polimorfizmin sizofreni ile
iliskisini inceledikleri ¢alismada, sizofreni hastalarinda T allelinin azalmis sikligi ve

CC genotipin ve C alelinin anlamli bir tstiinltigii oldugu saptandi [114].

MMP-9 promotor bdlgesi -1562 pozisyonunda C/T olarak bilinen
polimorfizm, C niikleotidin T niikleotidi ile yer degistirmesiyle meydana gelir.
MMP9 promotor bolgesi -1562 pozisyonunda C/T polimorfizmi C allelinde
transkripsiyonel bir baskilayici protein igin bir baglanma bélgesi yaratir. MMP-9 -
1562 C/T polimorfizmi ile ilgili olarak, C aleli Spl niikleer proteini ile iligkiliyken, T
aleli Spl niikleer protein bdlgesinden yoksun olmasi ile iliskilidir ve T alelinin

transkripsiyon aktivitesinin artmasina sebep olur [85, 96].

Bizim ¢alismamizda; MMP-9 -1562 genotip dagiliminda, C/C varyanti OSA
grubunda %069.4, kontrol grubunda %76,3 goriildii. CT varyantt OSA grubunda
%28,2’sinde, kontrol grubunda ise %19,6’sinda gézlemlenmistir. T/T varyanti OSA
ve kontrol grubunda sirasiyla %2.4 ve %4,1 olarak gozlemlendi. Hasta ve kontrol

grubu arasinda varyant dagilimi istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadi (p=0,340).
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MMP-9 -1562 allel dagiliminda, C alleli OSA grubunda %83,5, kontrol
grubunda %86,00 goriildii. T alleli OSA grubunda %16,5, kontrol grubunda ise
%14,00 gozlemlenmistir. Hasta ve kontrol grubu arasinda allel dagilimi istatistiksel
olarak anlamlilik bulunmadi (p=0,190%).

Sonug olarak MMP-1 -1607 G/2G, MMP-3 -1612 (-1171) SA/6A ve MMP-9
—1562 C/T niikleotid degisimlerinin obstriiktif uyku apnesi ile iliskisi olup
olmadifina dair yaptifimiz bu tez calismasinda MMP1-1607 SNP’nin hasta
grubundaki GG varyantt kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli yiiksek
bulundu. Ayrica kontrol grubundaki G2G varyanti hasta grubu ile karsilastirildiginda
anlamli ytiksek bulundu. 2G2G varyanti ise hasta ve kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi. Bu c¢alismada G/G varyanti OSA
sendromuyla iligkili olabilecegi, G/2G varyanti OSA sendromuna karsi koruyucu
olabilecegi saptandi. MMP-3 -1612 (-1171) 5A/6A degisiminde 6A6A, 5A6A ve
SA5A varyantlari hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamlilik
bulunmadi. MMP-9 —1562 C/T niikleotid degisiminde CC, CT ve TT varyantlari
hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel anlamlilik bulunmadi. Calisma
Obstriiktif uyku apne sendromu hasta sayisi artirilarak genisletilebilir. Ayrica
Obstriiktif uyku apne sendromu multifaktoriyel bir hastalik oldugu igin g¢alisma
solunum yolunda yer alan kaslarm MMP ekspresyon seviyesine bakilarak

genisletilebilir.
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