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OZET

Prostat kanseri multifaktoriyel bir hastalik olup, ortaya cikisinda etnik farkhiliklar,
ileri yas, sigara kullanimi, beslenme ve genetik faktorler bulunmaktadir. Cesitli
iilkelere bakildiginda prostat kanseri akciger kanserinden sonra en sik goriilen ve
oliimciil olan ikinci kanser tiiriidiir. Degisik ¢aligmalarda, 6rnegin hiicre sistemleri ya
da hayvan modelleri iizerinde prostat kanseri ile ilgili caligmalar yapilmistir.

CYP450 enzim seviyeleri genetik kontrol altindadir. Sitokrom p450 sistemi ve bu
sistemin alt {initelerinden CYP2C9 genindeki polimorfizmlerin bazilarinin atriyal
fibrilasyon, pulmoner emboli, strok, vendz tromboz, koagiilasyon bozukluklari,
kardiyovaskiiler hastalik, depresyon, diabetes mellitus, ila¢ toksisitesi, epilepsi,
hipertansiyon, sizofreni gibi hastaliklara yatkinlik sagladiklar1 bildirilmistir.

Vitamin K epoksit rediiktaz kompleks subiinit 1 (VKORCI) indirgenmis vitamin
K’nin yeniden tiretilmesini kontrol eden vitamin K’nin siklus enzimidir. Vitamin K
epoksit rediiktaz kompleks subunit 1 (VKORCI), K vitamini bagimli hemostazda
onemli bir rol oynamaktadir. VKORCI1 geninin dolayli yollardan kanserli hiicrelerde
anjiogenezde rol oynadigi ileri siiriilmektedir.

Bu sebeple bu calismada CYP2C9 ve VKORCI genlerindeki polimorfizmlerin
prostat kanseri etyolojisindeki rolleri arastirildi. 48 kontrol ve 48 hasta iizerinde
yapilan ¢alismada CYP2C9 ve VKORCI genlerinin alt varyantlarindaki degisimlerin
prostat kanseri lizerinde etkilerinin olup olmadig1 arastirildi. Sonug olarak, CYP2C9
geninin 6, VKORCI1 geninin 8 adet polimorfizmi istatistiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte, sayisal ve yiizde olarak hasta ve kontrol grubunda 6nemli fark
gostermistir. Bu sonuglarin yorumunda, hasta ve kontrol grubunun sayisal kiictikligii

g0z oniinde bulundurulmalidir.

Anahtar kelimeler: Prostat kanseri, VKORC1, CYP2C9, sitokrom P450,



ABSTRACT

Prostate cancer is a multifactorial disorder, where ethnicity, age, smoking, diet and
genetic factors play a role in the generation of this disorder. Compared with other
countries, after lung cancer, prostate cancer is the second most seen lethal cancer.
Different studies were undertaken in prostate cancer, for example on cell systems or
animal model studies.

CYP450 enzyme levels are under genetic control. Some of the polymorphisms of the
cytochrome p450 enzyme system are said to be susceptible for atrial fibrilation,
pulmonary embolism, stroke, venous thrombosis, coagulation disorders, cardio
vascular disorders, depression, diabetes, drug toxicity, epilepsy, hypertension and
schizophrenia susceptibility.

VKORCI1 is an enzyme that controls the reproduction of reduced vitamin K.
VKORCI is important in vitamin K dependent hemostasis. It is postulated that
VKORCI gene plays an important role in angiogenesis of cancer cells.

Due to this facts, in this study, we analyzed the role of CYP2C9 and VKORCI gene
polymorphisms in prostate cancer ethiology. The study was undertaken on 48
patients and 48 controls, by analyzing CYP2C9 and VKORCI gene subunit
variations in prostate cancer patients. As a result, six polymorphisms of CYP and
eight of VKORCI1 were found unimportant, statistically. When interprenting this

results, the small group of patient and control should be considered.

Keywords: Prostate cancer, VKORCI1, CYP2C9, Vitamin K, Cytochrome P450
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SIMGELER ve KISALTMALAR

ATP : Adenozin Trifosfat

ASAP : Atipik Small Asiner Proliferasyon,
APC : Adenomatous Polyposis Coli (tlim0r siipressor gene)
ASPE : Allel Specific Primer Extention
BRCA1 : Breast cancer 1 geni

BRCA2 : Breast cancer 2 geni

Bcl-2 : B-cell lymphoma 2 geni

Bcel-XL : B-cell lymphoma-extra large

CYP450 : Cytochrome P450

CYP2C9 : Cytochrome P450 2C9

CYP3A4 : Cytochrome P4503A4

dATP : Deoxyadenosine Triphosphate

dCTP : Deoxycytidine Triphosphate

dGTP : Deoxyguanosine Triphosphate

dNTP : Deoxyribonucleotide Triphosphate
dTTP : Deoxythymidine Ttriphosphate

DCC : Deleted in Colorectal Cancer

DHEA : Dehidroepiandrosteron

DHT : Dihidrotestesteron

DMSO : Dimetilsulfoksid

EDTA : Etilendiamin Tetraasetik Asit

FAPC : Familyal Adenomatozis Polipozis Coli
GDP : Guanozin-5-difosfat

GFR : Grow Faktor Reseptor

Gla : y-karboksi glutamat

Glu : Glutamat

GTP : Guanozin Trifosfat

HPCX : Hereditary Prostate Cancer, X-Linked.
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HPC1

Mdm2
MENI1
mRNA

myc

pl

PIN
PCAP
PCR
PKC
Rb
pS3
p27
SHBG
Sbk
SNP
VKORC1
VEGF
WT1
TF

: Hereditary Prostate Cancer 1
: Murine Double Minute 2

: Multip Endokrin Neoplazi

: Messenger RNA

: Myelocytomatosis

: Mikrolitre

: Prostatik intraepitelyal neoplazi

: Putative Cancer of Prostate

: Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
: Protein Kinaz C

: Retinoblastoma

: Tumor Stipressor Gen

: Timor siipressor geni

: Sex Hormone Binding Globulin

: Cycline dependent kinase

: Single Nucleotide Polymorphism

: Vitamin K epoksit rediiktaz kompleks subiinit 1 enzimi
: Vaskiiler endotelyal biiytime faktoriidiir

: Wilms’ tiimorii 1

: Tissue Factor



TERMINOLOJi

Allel: Ozdes kromozomlarin 6zel bir lokiisiinde bulunan herhangi bir genin segenekli
bi¢imlerinden biridir.(Homolog kromozomlar iizerinde ayni lokuslarda yer alan ve

ayni1 polipeptidin kodlanmasindan sorumlu alternatif genlerdir.)

Fenotip: Bir genotipin morfolojik, klinik, biyokimyasal veya molekiiler 6zellik

olarak gozlenebilen ifadesidir
Gen: DNA iizerinde her biri, bir proteinin yapisini kodlayan bolgelere verilen ad.
Genotip: Bir kisinin tiim genetik yapisini olusturan gen ya da genlerdir.

Heterozigot: Diploid organizmalarda (homolog kromozom), ayni gen lokiisiinde

birbirinden farkli iki alelin tasindig1 durum

Homozigot: Diploid organizmalarda, herhangi bir gen lokiisiinde bulunan iki alelin

biribiri ile 6zdes olmas1 durumu

Kromatin: Selenoid yapmnim kendi i¢cinde yogunlasmasi ile olusan yapi1 (DNA+

histon proteinleri)
Kromozom: Yogunlagmis kromatin yapisidir.

Niikleozom: 146 baz ¢iftlik DNA’nm histon proteinleri ile sarilarak (8 histonlu yapi)

olusan yapi.

Polimorfizm: Toplumda %1’den daha yiiksek siklikta bulunan genetik cesitlilik tipi

ya da gen secenekleri.
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1.GIRIS VE AMAC

Prostat kanseri tiim diinya iilkelerinde yasayan erkeklerde en sik goriilen
kanser tiirii olup, kanserin yol actigi 6lim nedenleri arasinda akcier ve kolon
kanserlerinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Prostat kanseri yasla birlikte artis
gosterdiginden gelismis olan iilkelerde 6nemli bir saglik problemini olusturmaktadir
(1)

Prostat kanserleri pek c¢ok tip gostermektedir. Bunlar adenokarsinoma,
musindz adenokarsinoma, prostatik duktal adenokarsinoma, saf kiigiik hiicreli
adenokarsinoma, skuamoz ve adenoskuamoz Kkanserler, sarkomatid karsinoma,
(karsinosarkom), transizyonel hiicreli kanserler, malign mezensimal tiimorler,
prostatik epitelyal neoplazi (PIN), atipik kiiciik asiner proliferasyon (ASAP)’dir.
Bunlardan en sik goriileni %98 goriilme siklig1 ile adenokarsinomlardir (2). Prostat
kanseri lilkeler arasinda farklilik gosterir. Bunun nedeninin genetik, ¢evresel
faktorler ve etnik yap1 cesitliliginden kaynaklandigi bilinmektedir (3). Prostat
kanserinde genetik etkinin %5-10 oraninda oldugu iddia edilmektedir (4).

Sitokrom P450 (CYP450) monooksijenaz enzimleri olgun eritrosit ve iskelet
kas1 hiicreleri diginda, tiim memeli hiicre tipleri ve prokaryotlarda bulunan bir hem-
protein ailesini teskil ederler. CYP ailesi genis alt gruplara, alt gruplar da cesitli
varyantlara sahiptir. Bu alt gruplarin sayis1 gliniimiizde 50°den fazladir (5). Biz
calismamizda CYP2C9 alt grubunun ve bu alt grubun bazi varyantlarinin
polimorfizmlerini analiz ettik. Sectigimiz varyantlarin kanser olusum mekanizmasina
etkilerini arastirdik. Sectigimiz varyantlar *2, *3, *4, *5 *6,*11°dir. CYP2C9‘un
tiim varyantlarindan tiim wrklarda ortalama olarak en yaygin olanlar *2 ve *3’ diir. (6)

Varyant *1 ve *11 ise Kafkas ve Afrika toplumunda sik gorilmiistiir (7).
Diger bir varyant olan *4 de Japon populasyonunda daha yaygindir (6). *5 ve *6
varyantlar1 ise Afrika ve yerli Amerikan populasyonunda belirlenmistir (8).

Prostat kanserinde etkili oldugunu diisiindiigiimiiz baska bir mekanizma ise
vitamin K metabolizmasidir. Buna dayanarak analiz i¢in segtigimiz diger gen ise
VKORCI ( K Vitami Epoksid Rediiktaz Kompleks Alt Unit 1)’ dir.

Vitamin K bircok biyokimyasal yolakta kofaktor olarak gorev alir. Bunlarin

en Onemlisi vitamin K bagimli karboksilasyon reaksiyonlaridir (9). Vitamin K’nin



kofaktor gorevini silirdiirebilmesi i¢in kinon formunun kinol sekline indirgenmesi
gerekir. Bu donlisim VKORCI1 enzimi (vitamin K epoksit rediiktaz kompleks
sublinit 1 enzimi) ile olur (10). VKORCI enzimi ise VKORCI geni tarafindan
kontrol edilir (10). Netice olarak VKORCI1 geni vitamin K’nin kofaktér gorevini
siirdiirmede kilit rol oynamaktadir.

K vitamininin ayrica kanser hiicrelerinin bliylimesini in vivo ve in vitro olarak
inhibe ettigi tespit edilmistir (11,12). Vitamin K aktivitesinin kanserli hiicrelerinde
anjiogenezi inhibe ettigi bulunmustur (13). Bu durumda VKORCI geninin vitamin K
metabolizmas1 iizerinden kanser mekanizmasinda Onemli bir rol oynadigi
diistiniilmektedir. Simdiye dek VKORCI1 geninin alt gruplarinda 28 polimorfizm
tespit edilmistir (14). Biz calismamizda bu 28 polimorfizmden 8 tanesini (3673G>A,
6009C>T, 6484C>T, 6853G>C, 7566C>T, 8773C>T, 9041 G>A,5808 T>G) calistik.

Calismamizda, Sitokrom p450 enzimlerini kodlayan genlerin (CYP2C9) ve
vitamin K epoksit rediiktaz kompleks subiinit] enzimini kodlayan genin (VKORCI1)
varyasyonlarinin muhtemel bireysel ve ortak etkilerinin prostat kanseri olan
hastalarda arastirilmasimni ve ayrica her ne kadar CYP ve VKORCI genleri ile ilgili
calismalar olsa da, diinya ¢apinda herhangi bir kanser hastalig1 grubunda giintimiize
kadar hi¢ arastirilmamis olan CYP ve VKORCI1 gen polimorfizmlerinin iligkilerinin
beraber arastirilmasimi amagladik.

Calismamiz ile ilk defa prostat kanseri hastalarinda, sitokrom P450 2C9
(CYP2C9) ve VKORCI gen polimorfizmlerinin muhtemel ortak etkilerinin
arastirilmasi ve prostat kanserinde CYP2C9 ve VKORCI alt gruplarma iliskin gen
bolgelerindeki SNP’lerinin (tek niikleotit polimorfizmlerin) populasyonumuza 6zgii
genotip dagilimini belirlemeye ¢alistik.

Arastirmamizin  sonucunda prostat kanserinde CYP2C9 ve VKORCI
genlerinin alt gruplarma iliskin gen bdlgelerindeki tek niikleotit polimorfizmlerin
populasyonumuza 6zgii genotipik dagilimlarini belirleyerek bu sonuglarin hasta ve
kontrol grubu arasmdaki iliskileri istatistiksel olarak hesapladik. Istatistik sonucuna

gore prostat kanserinde ilgili SNP’lerin muhtemel etkilerini tespit etmeyi hedefledik.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Prostat
2.1.1. Prostat Embriyolojisi

Prostat embriyolojik hayatin on ikinci haftasinda fetal testisten salgilanan
androjenik hormonlarin etkisi ile gelismeye baglar (15). Bu gelisme doneminde
iretradan birgok farkli epitelyal ¢ikintilar gelismeye baslar. Bunlar miillerian
tiiberkiilii ve komsu ejakiilator duktuslarin bulundugu seviyenin altinda ve {istiinde
gelisirler (16). Bu solid tubuler cikintilar devamli dallanarak karmasik bir duktus
sistemi olustururlar. Bu yap1 iirogenital siniis c¢evresindeki farklilagsmakta olan
mezenkimal hiicreler ile karsilagirlar bunun sonucunda mezenkimal hiicreler
onaltinc1 haftadan itibaren tiibiiler c¢evresinde ¢ogalmaya baslar ve periferde
yogunlasarak daha sonrasinda kapsiil yapisini olustururlar. 22. haftada miiskiiler
stroma oldukg¢a gelismis bir hal alir ve doguma kadar gelismeye devam eder (17).

30. haftada daha 6nceden solid yapida olan tiibiiller liimenli hale gelirler ve
asiner yapilar olugsmaya baglar. Tiibiiler yapilar mezenkim dokusunun i¢ine dogru
ilerlemeye devam ederler ve boylece lobiiler kiimeler halinde asinotiibiiler yapilar
olusur. Prostatin glandiiler epiteli envajina olan endodermal hiicrelerden farklilasr,
stroma ve diiz kas lifleri ise mezenkimal kaynakli olarak olusur. Ejakiilator kanallar
ise Wolf kanali kaynakli gelisir (18-20). Dogumu takip eden 5-6. haftalardan itibaren
prolifere olan duktal yapilarda sekresyon belirtileri goriilmeye baglar ve sonrasinda
alveolar yapilar olusur. Prostat bu donemde puberteye kadar herhangi bir degisiklige
ugramadan kalir. Puberte ile birlikte 6 veya 7 yil icinde glandiiler elamanlar hizla

gelisir ve prostat erigkin boyuta ulasir (19).



2.1.2. Prostat Anatomisi

Prostat mesanenin hemen alt bdliimiinde bulunan fibromuskiiler ve glandiiler
yapida olup 18-20 gr agirliginda sekretuar bir organdir. Erkek iiretrasini saran ve
mesane boynu ile devam eden prostat bezi 2.5 cm uzunlugunda, sikistirilmis ve ters
yliz edilmis konik bir yap1 seklindedir (21). Eriskinde prostat fibromuskiiler bir
stroma icinde 30-50 adet tubuloalveolar gland iceren sekretuar bir organdir. Bu
glandlar, 16-32 adet kanal ile verumontanumun iki yanindan prostatik uretraya acilir.
Prostat, posterior, anterior ve iki inferolateral olmak tizere dort yuzeye sahiptir
(Sekil. 2.1.2.1) (22).

Prostatin arterial kan akimi inferior vezikal arter tarafindan saglanir (23).

Prostatin sinirleri inferior hipogastrik pleksustan gelmektedir (22).

Merkezi Zon

D} anterior Fioromiiskiiler
3 Stroma

Sekil 2.1.2.1: Prostat bezinin bolgeleri (24)

A) Prostat bezi gecis zonu, B) Merkezi zon, C) Periferal zon ve D) Anterior

fibromiiskiiler stroma olmak {izere 4 boliimden olusmaktadir.



2.2. Kanser

Kanser, belirli genlerde bir takim etkilerle olusan mutasyonlar sonucu veya
gen ifadesinin miktarinda ve zamanlamasinda meydana gelen degisikliklerle ortaya
cikan, hiicresel seviyedeki genetik bir bozukluktur. Bu bozukluk neticesinde, hiicre
dongiisiiniin bozularak siirekli olarak yeni kanser hiicrelerinin meydana gelmesi ve

yok edilememesi ile karakterize bir hastaliktir (25).

2.2.1. Kanser Biyolojisi
Normal dokularda hiicre sayisindaki artis organizmanin ihtiyacina gore
olmaktadir. Hiicre ¢ogalmasindaki artis ya da azalis1 dengeli bir sekilde olup gerekli

hiicre 6liimleri ile viicuttaki asir1 hiicre olusumu engellenmektedir (26).

Kanserin Evreleri

1.indiiksiyon Fazi: Bu faz 30 yil veya daha fazla olabilir. Bu fazda radyasyon
ve toksinler gibi ¢esitli ¢cevresel karsinojenlerin birine veya bir kagma maruz
kaliabilir.

2. Insitu Faz1 (Lokal Faz)

3. Invazyon Fazi

4. Metastaz (Disseminasyon) Fazi

Kanser Hiicresinde Goriilen Degisiklikler

* Riboniikleotid rediiktaz aktivitesinin artmasi

* Kanseresen hiicre iireme kontroliinii kaybetmistir

* Kanseresen hiicre antijenik 6zelligini kaybetmistir.

* DNA ve RNA sentezi artmustir.

* Kanserlesen hiicrenin morfolojisi degismistir.

* Primidin katabolizmasi1 artmistir.

* Glukoneogenez artmstir

* Kanserlesen hiicre dokuya 6zgiilliigiinti kaybetmistir

* Kanserlesen hiicrede 6zel fonksiyonlu bazi proteinler sentezlenir.
*TUmor hiicreleri porfirinleri normal dokulardan daha fazla tutarlar (Bundan

faydalanilarak kanserli dokuya fototerapi uygulanir.) (27).



Kanser, anormal hiicrelerin siirekli olarak birikmesi ile karakterize bir diizen
bozuklugudur. Bu durum, siirekli ¢ogalarak asir1 miktarda artan hiicre sayisinin
normal olarak ger¢eklesen uygun miktarda hiicre kaybiyla dengelenmemesi sonucu
gerceklesir. Kanser hiicreleri kaynaklandiklar1t normal hiicrelere goére daha kisa
zamanda Olmelerine ragmen yeni hiicre olusumu o kadar hizhidir ki, sonu¢ da
hiicreler devamli birikir. Asir1 hiicre birikimi sonucunda olusan bu dengesizlik hem
kanser hiicrelerindeki genetik anormalliklerden hem de organizmanin bu hiicreleri

tanimada ve yok etmedeki basarisizligindan kaynaklanir (26).

Proto-onkogen ve Onkogenler

Proto-onkogenler, 6nemli hiicre regiilator genleri olup, bir¢ok durumda
normal hiicre bdliinmesini kontrol eden sinyal iletim yollarinda goérev yapan
proteinleri sifreleyen genlerdir.

Onkogen proteinlerinin biiyilk bir ¢ogunlugu ise, hiicre boliinmesini ve
Olimiinii diizenleyen sinyal yollarinda gorev yapar. Bu onkogen proteinleri,
polipeptid biiylime faktorleri, biliylime faktor reseptorleri, intraselliiler sinyal
yollarinin elemanlar1 ve transkripsiyon faktorleri gibi degisik roller tistlenmistir.

Onkogenler ve proto-onkogenler arasindaki en temel farklilik, onkogenlerin
proto-onkogenlerin mutant formlar1 olmasidir.

Timor viriisleri ile yapilan ¢aligsmalar, onkogen olarak isimlendirilen spesifik
genlerin varhigin1 ortaya koymus olup, hiicre boliinmesi, farklilasmasit ve
devamliligin1 kontrol eden kritik konumdaki regiilator genlerin yapisinda meydana
gelen mutasyonlarin veya viral gen ilaveleri ile olusan degisimlerin sonucunda da

kanserin olusabildigi deneysel olarak gosterilmistir (28).

Onkogen Biyolojisi

Hem proto-onkogen hem de farkli kaynakli biiyiime faktorleri, hedef
hiicrelerdeki spesifik biiylime faktorii reseptorlerine (GFR) baglanirlar. Boylece, bu
reseptorler lizerindeki tirozin kinaz aktiflesir. Biiylime faktori-GFR kompleksi
hiicreler tarafindan alinir ve inaktiflestirilir.

Proteinin hiicre ylizeyindeki pargasinda spesifik ekstraselliiler biiylime

faktorleri icin bolgeler bulunur. GFR’ler kendilerine 6zgii biliylime faktorleri ile



aktive edildiklerinde, bu reseptorlerin sitoplazmik bolgeleri aktif tirozin kinaz haline
gelir.

Aktiflesen tirozin kinazlar ekstraselliiler sinyali bazi mekanizmalarla
sitoplazmik proteinlere ve niikleusa aktarirlar. Artan protein kinaz C’nin (PKC) ise
DNA sentezini uyaran bir grup proteini aktive eder. Aktif tirozin kinazlarin baska bir
fonksiyonu, guanozin-5-difosfat: (GDP), guanozin trifosfat (GTP)’a ¢evirmek lizere
fosforile etmeleridir. GTP, bir c-ras proteini olan p21°1 aktive eder, aktiflesmis GTP-
p21 kompleksi ise niikleusda DNA transkripsiyonunu uyarir (29).

Tiimor Siipressor Genler

Timor baskilayict genler, tiimor gelisimini baskilama o6zelliginden dolay:
tiimor siipressdr protein olarak tanimlanan fiiriinleri kodlayan genlerdir. Ilk
tanimlanan tiimor siipressor gen bir cocukluk ¢agi goz tiimorii olan retinoblastomada
(Rb) ortaya cikarilmistir. Ikinci tanimlanan tiimor siipressor gen ise 53 kDalton
agirhiginda olmasindan dolay1 p53 olarak tanimlanan bir gendir

p53 gibi INK tiimor siipressor genide de akciger kanserini igeren birgok
yaygin goriilen kanserde rol oynar. Diger iki tiimor siipressor gen olan APC ve DCC
kolon kanserinde siklikla mutasyona ugramaistir.

BRCA 1 ve BRCA 2 tiimér siipressor genleri meme, over, prostat ve kolon
kanserlerinde 6nemlidir.

Pten tiimor siipressor geni Glioblastom, prostat, meme ve endometrium

tiimorlerinde rol alirlar (28).

p53 Geni

p53 geni kanserde en 6nemli tiimor siipresor genlerden biridir. p53 genindeki
fonksiyon kaybi, kontrolsiiz hiicre proliferasyonu ve apopitozda azalmaya yol
acmaktadir. p53 geni mutasyonunun, prostat kanserinin erken donemindeki rolii
tartigmalidir. Ancak, p53 geni mutasyonu ve fonksiyon kaybi, lokal ileri ve
metastatik tiimorlerde acik¢a gosterilmistir ve tlimor progresyonunda da rol aldigi
diistiniilmektedir. Tespit edilen p53 protein ekspresyonu ile tanimlanan p53 geni
mutasyonu, radikal prostatektomi ve radyoterapi géren hastalarda da kétii prognoz ile

iligkili bulunmustur (30).



Timor baskilayict p53 geni, DNA hasar1 ve onkogenik transformasyon
sonucu aktive olur. Strese girmeyen, hasara ugramamis hiicrelerde p53 proteinin
konsantrasyonu belirlenemeyecek kadar azdir ve stoplazmada tutularak cekirdege
girisi Onlenir.

p53 proteininin hiicre i¢i diizeyi murine double minute 2 (Mdm?2) proteininin
varligina baglidir ve p53 siki bicimde Mdm?2 tarafindan kontrol altinda tutulur. Bu
gen, transkripsiyon faktorii olan Mdm2 ekspresyonunu da indiikleyerek kendi
kendisinin inhibisyonunu saglar. Mdm2 p53 proteininin transaktivasyon domainine
baglanir ve transkripsiyonu aktive etmesini onler (31).

Bilinen en 6nemli tiimor baskilayici genlerden biri olan p53’iin mutasyonu
ve/veya delesyonu ile tiimor dokusundaki anjiyogenez ve buna bagh
neovaskiilarizasyon artmaktadir. Yapilan c¢alismalarda diisiik klinik evre prostat
kanserinde, tiimor dokusundaki p53 gen mutasyonunun az goriilmesine karsin
hastaligin progresyonunda énemli bir asama oldugu belirtilmektedir (32).

Bir¢ok insan kanserlerinin mutant p53 siipressor genine sahip oldugu
bulunmustur (26).

p27 Geni

p27 geni, kromozom iizerinde 12pl12°de lokalize olan bir tiimdr silipresor
genidir. Bazi prostat kanserlerin de bu bolgede genetik materyal kaybi oldugu
gosterilmistir. Radikal prostetaktomi yapilan hastalardaki calismalar, p27 gen
ekspresyonu kaybi1 ve biyokimyasal rekiirens riski artis1 arasinda bir iligki
bulmuslardir.

p27 geni, sikline bagimh kinaz (sbk) inhibitorlerinden Cip/Kip ailesine aittir.
Siklin E/cdk2 kompleksine baglanip inhibe ederek hiicre siklusun Gi fazindan S
fazina progresyonunu diizenler. Boylelikle p27 genindeki fonksiyon kaybu,
hiicrelerin  hiicre  siklusunda ilerlemelerini saglayarak tiimér olusumunu
hizlandirabilir. p27 gen ekspresyonu kaybi, heterozigozite datalarinda 6ne stiriildigi
gibi, genetik kayip sonucu olusabilir. Ancak, p27 ekspresyonu kaybi, kromozom
12p12°de heterozigozite kaybindan c¢ok daha siktir ve immunohistokimyasal
calismalarda gosterildigi gibi, invaziv kanserlerin ¢ok erken evresinde olusur.

Prostat kanserinde en sik rastlanilan kromozomal degisiklik, kromozom

8q’nun duplikasyonudur. Prostat karsinogenezisinin erken sathasinda ortaya cikan



kromozom 8p’deki degisikliklerin aksine, 8q’nun duplikasyonu, siklikla lokal ileri ve
metastatik tlimorlerde bulunur. Kromozom 8q’daki genlerin duplikasyonu ya da

amplifikasyonu, metastaz riskinde artis ve daha kisa siire ile iligkilidir (30)

2.2.2. Hiicre dongiisii ve kontrolii

Hiicre boliinme dongiisii bir biri ile es zamanli olarak gerceklesen 4 asamadan
olusur. Bunlar; hiicre biiyiimesi, DNA replikasyonu, kopyalanan genetik materyalin
yavru hiicrelere kromozom seklinde esit olarak dagitilmast ve hiicrenin ikiye
boliinmesidir.

Hiicre dongiisiiniin en onemli asamalarindan olan DNA sentezi ise Hiicre
dongiisiiniin sadece S (sentez) olarak tanimlanan interfaz evrsinde gerceklesmektedir.
Herhangi bir Okaryotik hiicre incelendigine hiicre dongiisii esas olaral 2 temel
siirecten olusur. Mitoz boliinme evresi hiicre dongiisiiniin en canli ve hareketli evresi
olup bu evrede yavru kromozomlar bir birinden ayrilir ve genellikle hiicrenin ikiye
boliinmesi (sitokinez) ile sona erer. Mitoz ve sitokinez sadece bir saat siirerken,
hiicre dongiisiiniin %95°1 ise interfazda yani iki mitoz arasindaki evrede gerceklesir.
Interfazda siirekli bir biiyiime olmaktadir DNA sentezi ise S olarak tanimlanan
interfazin 6zel bir evresinde gergeklesir. Bu nedenle DNA sentezini, referans noktasi
olarak sececek olursak Okaryotik hiicre dongiisiiniin dort ayr1 evreye ayrildigini
goriiyoruz. Bunlar:

M evresi: mitozu gosterir. Sitokinez ile sona erer. (1 saat)

Gl evresi: mitozu izleyen evredir. Mitozla DNA replikasyonu arasindaki
evreyl olusturur. Hiicre metabolik olarak aktiftir. Stirekli bir biiyime vardwr ama
DNA sentezi yoktur. (11 saat)

S evresi: G1 evresini izleyen donemdir. Bu evrede DNA sentezi yapilir. (8
saat)

G2 Evresi: DNA sentezi tamamlandiktan sonraki evredir. Bu evrede hiicre
biiylimesi devam eder ve mitoza hazirlik olarak gerekli organel ve proteinlerin
sentezi yapilir. (4 saat)

Ileri 6karyotik hiicrelerin hiicre dongiileri G1 evresinde diizenlenir. Ozellikle
gec G1 de bulunan ve hayvan hiicrlerinde “kisitlama noktasi” (Restriction point)

adin alan bir kavsak noktas1 vardir.



G1/S kontrol noktasi: S evresine girmeden once olugsmus veya bir onceki

kontrol noktasi olan mitoz evresinde meydana gelmis DNA hasarmin varligi,
hiicrelerin S evresinde ilerlemesini yavaslatir ve dongii G1 deki kontrol noktasinda
duraklatir. Burda amag¢ S fazma girmeden tamir i¢in zaman kazanmaktir. Buradaki
mekanizmada p53 geni gorev almaktadir.

G2/ M kontrol noktast1:

Bu kontrol noktasi, G2 de bulunur. DNA replikasyonu tamamlanmadik¢a
mitozun baglamasini 6nler. G2 noktasi replikasyonu tamamlanmamis DNA ° y1 tanir
ve hiicre dongiisiinii durduran bir sinyal olusturur. Tiim genomun replikasyonu
tamamlanmadikca G2 gecilemez. Replikasyon tamamlandiktan sonra eger bir hata
olursa G2 de duraklatma s6z konusudur ve tamir mekanizmalar1 ¢alismaktadir.

M kontrol noktasi:

Genomun biitiinliigiin korunmasi saglanmaktadir. Bu nokta kromozomlarin
mitoz mekigi iizerinde dizilmesini kontrol eder ve yavru hiicrelere kromozom
setlerinin dogru sekilde aktarilmasini saglar. Bu kontrol noktasi kromozomlar mekik
iizerinde her iki yavru hiicreye tam bir kromozom seti gidecek sekilde dizilmedikge

kromatidlerin ayrilmasini 6nler (28).

2.2.3. DNA tamir mekanizmasi

DNA’da olusan hasarlar replikasyon veya transkripsiyonu inhibe edebilir ve
yiiksek siklikta mutasyonlarla sonuclanabilir. Canlilar genomun biitiinligiini
muhafaza etmek i¢in, metabolizmada bulunan biyokimyasal reaksiyonlar ile diger
cevresel etmenler sonucu ortaya ¢ikan serbest radikaller gibi mutajenik etkisi yiiksek
maddelerin mutajenitesini ortadan kaldirmak amaciyla hasar 6nleme ve buna ragmen
olusan DNA hasarlarin1 ortadan kaldirmak i¢inde tamir mekanizmalar1 gelistirmek
zorundadir.

DNA tamir mekanizmalari; replikasyon dncesi ve replikasyon sonrasi olmak
iizere iki genel smif altinda toplanabilir.

* Replikasyon Oncesi DNA Tamiri

Replikasyon 6ncesi DNA tamirinde ilk olarak DNA hasarmin direkt onarimi

s0z konusudur. DNA yapisinda olusabilecek hasarlarin biiylik ¢ogunlu, hasarl
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bazlarin ¢ikarilmasi ve ¢ikarilan bdlgenin yeniden sentezlenip yerine konulmasi ile
tamir edilir.

Her ne kadar direk tamir 6zel DNA hasarlar1 ile basa ¢ikmada etkili bir yol
ise de, ikinci bir replikasyon O6ncesi tamir mekanizmasi olan kesip ¢ikarma tamiri,
DNA’nm ¢ok ¢esitli kimyasal degisimlerinin tamirinde rol aldig1 i¢in daha yaygindir.
Kesip-¢ikarma tamirinin ilk asamasinda, hasarli DNA bdlgesi taninir ve hasarinin
tipine gOre serbest baz ya da niikleotid olarak yeri degistirilir. Bosluk, hasarsiz
komplementer iplik templat olarak kullanarak yeni bir DNA ipligi sentezlenerek
doldurulur.

*Replikasyon Sonrast DNA Tamiri

Bu tamir sistemi replikasyon Oncesi tamir mekanizmalarinda basarisizlik
sonucu olusabilecek durumlar i¢in alternatif tamir mekanizmasidir.

Rekombinasyon tamiri, homolog rekombinasyonel tamir ve non-homolog
rekombinasyonel tamir olarak alternatif tamir mekanizmalar1 replikasyon sonucu

olusan hatalarm giderilmesinde kullanilir (28).

Apoptoz (Apoptosis)

Apopitoz terimi programli hiicre 6liimii demektir. DNA’da meydana gelen ve
DNA tamir mekanizmalari tarafindan da diizeltilememis hasarli hiicrelerin fizyolojik
olarak kendi kendini yok edilmesi olayidir.

Programlanmis hiicre o©liimii, embriyolojik gelisimde ve yetiskinlerin
dokularinda 6nemli rol oynayan hiicre 6liimiiniin normal fizyolojik bir bigimidir.

DNA hasarinin olusmasi durumunda, hasarin meydana geldigi hiicre,
apopitoza yonlendirilerek ortadan kaldirilir. Bu sekilde DNA yapisinda zararl
mutasyonlart bulunduran hiicrelerin, kanserlesme potansiyeli ortadan kaldirilmig
olur.

Nekrozun tersine, apopitoz inflamatuar reaksiyona yol a¢maz. Apopitoz
genetik olarak diizenlenir, ancak malign hiicrelerde bozulmustur. Ornegin, p53 timor

supressOr geni apopitozu uyarir. Bcl-2 onkogeni ise apopitozu inhibe eder (28).
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Bcl-2 Geni

Kanser, hem hiicresel proliferasyonda artma, hem de hiicre 6liimiinde azalma
(apopitoz) ile karakterizedir. Bcl2, apopitozu 6nleyen bir onkogendir (30).

Bcl-2 6zellikle mitokondri dis membraninda bulunmakta ve iyon transportunu
diizenlemektedir. Bcl-2 gen ailesinin Bax, Bad, gibi proapopotik tiyeleri apopitozu
tetiklerken, Bel-2 ve Bel-XL gibi iiyeleri ise apopitozu inhibe ederler.

Herhangi bir nedenle DNA hasar1 olustugu zaman, olusan bu hasara yanit
olarak p53 geni aktiflenir ve bunun sonucunda apopitoz baslatilir. Apopitoz ayrica
reaktif oksijen radikallerinin hem mitokondri hem plazma membrani hem de genom
iizerinde olusturabilecegi hasara baglh olarak da baglatilabilir (28).

Bcl2 normal prostat da bazal hiicreler (kok/progenitor hiicreler) tarafindan
eksprese edilir. Ayn1 zamanda, 6zellikle androjen bagimsiz tiimorlerde olmak tizere,
prostat tiimorlerinin ciddi bir kisminda da eksprese edilir. Bel2’nin inhibisyonu,

prostat kanserinin potansiyel bir tedavisi olarak arastirilmaktadir (30).

Yerlegim yeri Olgu sayisi Kaba hiz (ylizbinde) YSH* (Diinya)
Trakea, brons, akciger 12862 37,3 477
Mide 3320 9.6 12,2
Mesane 2952 8.6 1
Kolon ve rektum 2545 74 8.1
Larinks 22086 6,4 8
Prostat 2099 6.1 8
Losemi 1747 51 58
Beyin, sinir sistemi 1354 3.9 4.5
Non-Hodgkin lenfoma 1154 3,3 3.8
Oral kavite 887 2,6 3.2
Karaciger 713 21 26
Pankreas 702 2 286
Ozofagus 578 1.7 2.1
Bobrek 570 : 5 2
Testis 484 14 1.3
Hodgkin lenfoma 419 1.2 1.2
Nazofarinks 281 0,8 0.9
Melanom 271 0,8 0.9
Multipl miyelom 224 0,6 0,8
Tiroid 211 0.6 0,7
Diger farinks 126 0.4 0,5
Tiim yerlesim yerleri (MM** dis 38041 110,3 137,3
deri harig)

* YSH: ylzbinde, yasa standardize hiz, dinya standart nGfusu
MM Malian Melanom

Sekil 2.2.3.1: Tiirkiye’de Kanser Insidansi, erkek (33)
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2.3.  Prostat Kanseri

Prostat kanseri prostat bezinde meydana gelen hiicre proliferasyonu ve hiicre
Olimii arasindaki dengenin bozularak, organda meydana gelen malign hacim
biiylimesi olarak tanimlanabilir. Prostat kanserleri prostat asiner hiicrelerinden
kaynaklanan adenokarsinomlardir (34).

Prostat kanserleri pek cok tip gostermektedir. Bunlar; adenokarsinoma,
musindz adenokarsinoma, prostatik duktal adenokarsinoma, saf kiigiik hiicreli
adenokarsinoma, skuamoz ve adenoskuamoz kanserler, sarkomatid karsinoma,
(karsinosarkom), transizyonel hiicreli kanserler, malign mezensimal tiimorler,
prostatik epitelyal neoplazi (PIN), atipik kiiciik asiner proliferasyon (ASAP)’dir.
Bunlardan en sik goriileni %98 goriilme siklig1 ile adenokarsinomlardir (2).

Prostat adenokarsinomunun prostat disma lokal yayilimi, seminal vezikule
invazyonu ve uzak metastazlari, tumor volumu ve kétii diferansiasyon arttikca artar.
Kiiciik ve iyi diferansiye tlimorler genelde prostata sinirli iken, biiyiik veya koti
diferansiye tliimorler daha siklikla lokal olarak yayilir veya lenf nodlar1 ya da
kemiklere metastaz yaparlar (35).

Prostat kanserinin %5-10"unun genetik faktorler tarafindan belirlendigi iddia
edilmistir (4). Prostat kanserinde estrojen reseptorleri hem fetal prostatin
farklilasmasinda aktivasyon gosterirken ayni zaman da prostatin etiyolojisinde ve
patogenezinde rol oynuyor (36). Amerika’da erkeklerde en sik goriilen kanser,
prostat kanseridir. Japonya’da erkek oliimleri igerisinde 7. sirada iken Avrupa’da
erkek Oliimlerinin %9’unu olusturmaktadir. Tiirkiye’de saglikli bir istatistik yoktur.
Ancak  Saglhik Bakanligi’'ndan bildirilen vakalar c¢ercevesinde  yaptigi
degerlendirmelerde prostat kanseri iilkemizde 6-7. swralarda yer almaktadir (Sekil

2.2.3.1) ().
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Sekil 2.3.1: Normal ve biiyiimiis prostat bezi (37)

Prostat  kanserleri  prostat  aginer  hiicrelerinden  kaynaklanan
adenokarsinomlardir. Prostat kanserlerinin %701 prostatin periferik, %15-20si
santral, %10-151 transizyonel zondan ¢ikar. lIyi farkhlasmis prostat
adenokarsinomlar1 sirt sirta vermis aralarinda ¢ok az stroma bulunan glandiiler
hiicreler ¢evresinde normal miyoepitelyal hiicre tabakasinin kayboldugu kiiciik bez
gruplaridir (Sekil 2.3.1) (34).

Epidemiyolojik gozlemlere dayanarak prostat kanserinde en azindan 3
etiyolojik faktorden s6z edilmektedir. Bunlar:

o Hormonal etkiler,
o Diyet ve gevresel faktorler,

o Genetik faktorler

Hormonal Etkiler

Androjen: Prostat kanserinin gelisimi ve ilerlemesi androjenler tarafindan
etkilenmektedir. Androjenler; testesteron, androstenedion, dihidrotestesteron (DHT),
dehidroepiandrosteron (DHEA) gibi erkek cinsiyet hormon toplulugudur (38).

Testesteron, testislerden sentezlendikten sonra pasif difiizyon yolu ile hedef
doku hiicresine girer. Hiicre i¢cindeki testesteron, steroid Sa-rediiktaz enzimi ile ya

DHT’ye doniisiir ya da ekstradiole aromatize olur (39).
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Yiiksek androjen seviyesinin, prostat kanseri riskini artirip artirmadigini
belirlemek i¢in ¢ok sayida c¢alisma yapilmistir. Guess ve arkadaslar1 ve Barrett-
Connor ve arkadaslar1 prostat kanser riski ile androjen seviyeleri lizerine prospektif
calismalar diizenlemisler ve testesteron, seks hormon baglayici globulin (SHBG) ya
da 5a-rediiktaz ile prostat kanseri arasinda bir iliski bulamamislardir (40,41).

Bunun aksine, Gann ve arkadaglar1 testesteron seviyesindeki artis ile prostat
kanserinde anlamli bir artis goézlemlemislerdir. Ayrica bu arastirmacilar, prostat
kanser riski ile SHBG arasinda ciddi bir ters iliski bulmuslardir. Yine ayni
calismacilar testesteron/DHT orani ve androstenodiol glukuronide diizeyleri ile
artmis Sa-rediiktaz aktivitesine sahip erkeklerde, prostat kanseri riskinde ciddi bir
artis egilimi oldugunu bildirmislerdir (42).

Prostat kanserinin hormonal habercileri hakkinda Onceden yayinlanmig
calismalarin meta-analizi, total testesteron seviyesinin yiiksek oldugu erkeklerde
prostat kanseri gelisme olasiliginin 2.34 misli yiiksek oldugu sonucuna varmustir
(30).

Acikcasi, androjen ve androjen metabolitlerinin prostat kanser riskine

katkisimin derecesi halen tartigmalidir (43).

PSA: PSA prostat hiicreleri tarafindan salgilanan 33.000 Dalton molekiil
agirhiginda bir Glikoproteindir. Bir serin proteazdir ve semenin sivilagsmasina
yardimci olur. Geng yetiskinlerde PSA’nin normal degerleri 0-4 ng/ml arasindadir.
Yapilan caligmalarda bening prostat hiperplazisi (BPH)’da PSA yiikselmesinin
transizyonel zonun boyutu ile orantili oldugu hesaplanmustir. lyi farklilasmis kanser
dokusu daha fazla ve farklilasmamis kanser dokusu ise daha az miktarlarda PSA
iiretir (34). PSA, Prostatik duktal epitel ve prostatik asini hiicrelerinde olusturulur.
Malin o6zellikte olan hiicrelerde sentezlendigi gibi normal yapili hiicrelerde de
olusturulmaktadir (44). Prostat spesifik antijen (PSA) prostat kanserinin erken tanisi,

evreleme ve izleminde en 6nemli belirleyicidir (45).

Diyet ve Cevresel Faktorler: Diyet ile yiiksek oranda yag aliminin prostat
kanseri insidansmi artirdigr diisiiniilmektedir. Likopen, selenyum ve E vitamininin
antioksidan etkileriyle kanserde potansiyel bir negatif faktér olduklarma dair ¢esitli

calismalar yapilmistir (46). Prostat kanserinin mortalite oranlari, tiim diinyada,
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ortalama yag tiikketimi ile siki korelasyon gdstermektedir. Yiiksek yag tiiketimi hem
in vitro hem de in vivo olarak prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu
uyarabilmektedir. Clinton ve arkadaslari, prostat kanserinde, yagsiz diyetin androjene

bagimli tiimor hiicrelerinin biiylimesini azaltabilecegini gostermistir (47).

2.3.1. Prostat Kanserinin Etiyolojisi ve Molekiiler Temeli
Genel Etiyoloji
BPH:
-Hiperplazi
-Androjen ve androjen reseptor etkisi
-Ostrojenler
-Programlt hiicre 6liimiiniin ayarlanmasi
-Stromal ve epitelyal etkilesimler
-Biiylime faktorleri
-Genetik ve ailesel faktorler
PROSTAT KANSERI:
-Hiicre kinetiginin bozulmasi
-Germ hiicre mutasyonlar1
-DNA metilasyonlar1
-Tiimor stipresor genlerinin kayb1
-Biiylime faktorleri

-Stromal ve epitelyal etkilesimler

Molekiiler Yapi

Prostat kanserinin molekiiler etiyolojisi ise karmasiktir. Oyle gdriiniiyor ki
cok sayida farkli mekanizma prostat kanseri gelismesine neden olmaktadir (30).

Isve¢ ve Amerika’da kalitsal prostat kanseri iizerinde yapilan ¢alismalarda
prostat kanseri acisindan yiiksek risk tagiyan 91 ailede 1.kromozomun uzun kolunda
(1g24-25) major olarak hassas bir alan tanimlanmistir. Bu hassas alana sahip
bireylerde prostat kanseri olusma egilimi daha fazla bulunmustur. Ciddi prostat

kanseri hikayesine sahip Isvegli ailelerde yapilan, 65 yas yasindan dnce prostat
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kanseri olan tiim bireylerde Kalitsal Prostat Kanseri 1 (HPCI) geninin prostat
kanseri ile baglantili oldugu kanitlanmistir (48,49).

Varliginda kanser gelisimine yatkinlik olusturan yiiksek riskli bazi genler
tanimlanmistir.  ilk  kalitsal prostat kanseri lokusu, HPCI (50) 1q24-25’te
haritalanmustir. . Diger bir kagtanesi de: PCAP (predisposing for prostate cancer) (51)
1q42.2-43, HPCX (52) Xq27-28, CAPB (predisposing for prostate cancer and brain)
ve HPC20 (5) 20g-13 lokuslar1 takip etmektedir.

Sitogenetik calismalara bakildiginda, prostat kanserlerinin  %25’inde

Kromozomal anomaliler oldugu goriilmiistiir (53).

Prostat Kanseri Inisiyasyonu

Sporadik Prostat Kanseri: Prostat kanserlerinin %90’ dan fazlasinin
sporadik olarak olarak olustuguna inanilir. 1. Kromozom 8p’deki heterozigositenin
kayb1: Sporadik prostat kanserlerinin analizi sonucunda, siklikla kromozom 8p’nin
uzerinde lokalize olmus birkac tane potansiyel tiimor silipressor alan saptanmistir.
Yapilan calismalar sonucunda primer prostat kanseri olan erkeklerde kromozom 8p

bolgesinde delesyonlar saptanmistir (23).

Apoptoz ve Prostat Kanseri Arasindaki iliski

Serbest oksijen radikalleri; inflamatuar hastaliklar, norodejeneratif
hastaliklar, ateroskleroz, kanser vb. bircok hastaligin temelini olusturmaktadir.
Inflamatuar hiicreler tarafindan iiretilen oksidatif stres iiriinlerinin karaciger, gastrik
ve diger epitelyum kanserlerinde oldugu gibi prostat kanseri olusumunda da onciiliik
eden mekanizmalardan biri oldugu savunulmustur. Diger taraftan prostat kanserlerini
diger kanserlerden farkli yapan 0Ozellik, prostat kanserlerinin multifokal yapida
olmasidir. Buradaki 6nemli 6zellik DNA hasarindaki defekt ve yolaktaki kontrol
merkezlerinin belirtileridir.

Oksidatif stres, prostat kanserinin gelisimini etkilemekte ve ayrica hipoksi,

inflamasyon ve siklikla DNA baz degisikliklerine bagli olmaktadir (54).
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Genetik faktorler

Prostat kanserinin, iki formunun (latent- klinik evre) bulunmasi nedeniyle
solid tiimorler arasindaki yeri farklidir. Amerikan toplumunda histolojik ya da latent
formu, 50 yas iistii erkeklerin %30’unda, 80 yas istii erkeklerin %60-67’inde
bulunur, klinik formu ise yaklasik her 6 erkekten birini etkiler.

Latent prostat kanserinin tiim diinyada ve etnik gruplarda benzer prevelansa
sahip olduguna inanilmaktadir. Bununla beraber, klinik prostat kanserinin insidansi,
farkl iilkeler arasinda ve icinde dramatik olarak farklilik gosterir. Bu nedenle prostat
kanserinin etiyolojisinin anlasilmasi i¢in hem histolojik kanserin baslamasina, hem
de klinik invaziv prostat kanseri progresyonuna yol acan basamaklarin bilinmesi
gerekmektedir.

Prostat kanserinin ailevi olarak arttig1 gosterilmistir. Babalarinda ya da erkek
kardeslerinde prostat kanseri olan erkeklerin bu kansere yakalanma risklerinin
olduk¢a fazla oldugu, meme ya da kolon kanserine yakalanmis olan kisilerin aile

yakinlarinda da prostat kanseri riskinin yine daha fazla oldugu belirlenmistir (55).

Kalitsal Prostat Kanseri

Kalitsal prostat kanseri, bir ¢ekirdek aile iginde 3 etkilenmis akrabanin, 3
kusakta ve 55 yasindan geng 2 akraba kiside goriilmeleri ile tanimlanmistir. Kalitsal
prostat kanseri tasiyan ailelerin aymrici analizleri ile otozomal dominant gegisli,
yiiksek riskli alellerde tastyici olarak bulunup, erken yasta prostat kanserine yatkinlik
gosterdigi saptanmistir.

Tiim prostat kanserlerinin sadece %9’u kalitsal gecisli olmakla birlikte 55
yasm altinda goriilenlerin %43’linden sorumludur (56). Prostat kanserinin kalitsal
formunda bulunan genlerin sporadik prostat kanseri gelisiminde rol oynayabilecegi

disiiniilmektedir (Sekil 2.3.1.1) (57,58).
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Sekil 2.3.1.1: Prostat kanserinde ikincil kusak ti¢ akrabanin etkilendigi kalitim 6rnegi
(39)

. Prostat kanserli, D Etkilenmeyen erkek, O Kadin, * Prostat kanseri

oykiisii olmayan

Prostat Kanseri iliskili Genler
Kalitsal prostat kanseri 1 geni (HPC1)

Kalitsal prostat kanseri iizerine Isve¢ ve Amerika da yapilan bir ¢alismada
prostat kanseri a¢isindan yiiksek risk tasiyan 91 ailede 1. kromozomun uzun kolunda
(1924-25) major hassas bir alan tanimlanmistir. Bu alana sahip kisilerde prostat
kanseri daha erken ¢ikma egilimindedir. Ciddi prostat kanseri hikayesi olan Isvegli
aileler arasinda yapilan calismada, 65 yasindan Once prostat kanseri olan tiim
bireylerde Kalitsal Prostat Kanseri 1 (HPC1) geninin prostat kanseri ile baglantili
oldugu kanitlanmistir (48,49).

CAPB (Capping Protein Beta) geni
Yiiksek riskli ailelerin incelenmesi, multipl hassas alanlarin tanimlanmasina
yol agmistir. Bu da birden fazla kalitsal prostat kanseri geninin olabilecegini
disiindiirmektedir (genetik alan heterojenitesi). Arastrmacilar, HPC1 geninde
oldugu gibi, bu alan ile baglantinin da hastaliin erken ortaya ¢ikmasi ile iliskili

oldugunu belirtmislerdir. Bir grup arastirmaci da 1p36’da (CAPB) nadir bir hassas
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alan1 oldugunu bildirmislerdir. Ilging olan, CAPB geni hem prostat kanseri hem de

beyin kanseri ile iliskilidir (30).

HPCX geni

HPCX geninin ailesel kanserlerin %16’sindan sorumlu olduguna
inanilmaktadir. Xu ve Arkadaslar1 Kuzey Amerika, isve¢ ve Finlandiya’dan prostat
kanserli 360 aileyi inceledikleri ¢calismalarinda, kromozom Xq27-28 alaninda hassas
bir alan1 tanimlamiglardir (60).

Ozet olarak Herediter Prostat Kanseri (HPC) kompleks bir problemdir.
Genetik alanda herediter prostat kanserine neden olan birden fazla genin varligi
prostat kanseri ile iligkili hassas genlerin tanimlanmasimi gii¢lestirmektedir (30).

Prostat kanserinde yatkinlik olusturan genler Sekil 2.3.1.2°de gosterilmistir.

CAPB

HPC1 g é g g
- i~

PCAP 1 6 7 8 9 10 1 12

1
HPC20 HPCX 5

‘£ 8B\ g &\

18 19 20 21 22 X

o T

Sekil 2.3.1.2. Kalitsal prostat kanseri yatkinlik genleri (61).

Prostat Kanserinde Risk Faktorii

Prostat kanseri multifaktoriyel bir hastalik olup, ortaya c¢ikisinda etnik
farkliliklar, ileri yas, sigara kullanimi, beslenme ve genetik faktorler bulunmaktadir
(62). Prostat kanserinin %5-10"unun genetik faktorler tarafindan belirlendigi iddia
edilmistir (4).

Prostat kanseri riskinin genetigine bakildiginda, birinci dereceden akrabalari
arasinda prostat kanserli bir yakini olan bireylerdeki risk faktorii kontrol
gruplarindaki bireylere gore iki kat, iki yakini prostat kanseri olan bir bireyde ise 5

kat artmaktadir (56). Ayrica segresyon analizlerine bakildiginda, erken yas prostat
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kanserlerinde nedenin otozomal dominant kalitimli bir genin rol oynadig:
gorilmistiir (56,63).

Kalitsal prostat kanseri riski bulunan kisiler “Hopkins Kriterleri” olarak
adlandirilan 06zelliklere sahiptir. Bu Ozellikler: prostat kanserinin birinci kusak
akrabalar arasinda en az 3 kiside goriilmesi, maternal veya paternal gecisli ti¢ kusakta

prostat kanseri goriilmesi ve 55 yasin altinda en az iki yakinimin etkilenmesidir (63).

2.3.2. Prostat Kanseri Epidemiyolojisi

Diinyada prostat kanseri erkeklerde en sik goriilen kanserler arasinda
dordiincii siradadir (23).

Insidans:

Prostat Kanseri insidansi iilkeden iilkeye farklilik gostermektedir (Tablo
2.3.2.1). Gelismis batili iilkelerde insidans, gelismekte olan iilkelere oranla daha
yiiksektir. Bunun bir¢ok nedeni olmakla beraber en dnemli nedenleri genetik ve
cevresel faktorlerdir (3).

Diinya genelinde biitiin kanserlerin %32’sini olusturmaktadir. ABD’de cilt
kanserinden sonra ikinci sirayr almaktadir (64,65). Iskandinav iilkelerinde prostat
kanseri insidans1 guney Avrupa iilkelerine gore daha yliksektir. Asya iilkeleri,
ozellikle Japonya ve Cin diinyada en diisiik prostat kanseri insidansina sahiptir (23)

Tirkiye’de, Saghk Bakanligmin, bildirilen vakalar cergevesinde yaptigi
degerlendirmelerde ise prostat kanseri 6-7. siralarda yer almaktadir (2).

Tiirkiye’de erkeklerde goriilen ilk on kanser tirii i¢inde ise 2. siray1

almaktadir (Tablo 2.3.2.2). (2)
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Tablo 2.3.2.1: Cesitli tilkelerde prostat kanseri insidans1 ve mortalite oranlari (3)

Insidans Mortalite
(/100 bin) (/100 bin)
Kuzey Amerika 119.9 15.8
Avustralya 79.9 18.1
Bat1 Avrupa 61.6 17.5
Kuzey Avrupa 57.4 19.7
Gliney Amerika 47.0 18.0
Giiney Afrika 40.5 22.4
Gliney Avrupa 35.5 13.2
Bat1 Afrika 19.3 16.0
Japonya 12.6 5.7
Bat1 Asya (Tiirkiye dahil) 10.9 6.0
Orta Asya 4.4 2.8
Cin 1.6 1.0

Tablo 2.3.2.2: Tiirkiye’de erkeklerde goriilen ilk on kanser tiirii (33).
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Yas

Prostat kanseri siklikla ileri yas hastaligidir. A.B.D.” de yeni prostat kanseri
tanis1 konulan erkeklerin %75°1 65 yasindan daha yashdir. Ancak, 50-59 yas arasinda
olan erkeklerin prostat kanseri tanis1 almasi 1970°li yillardan sonra belirgin bir
sekilde artmustir. Yeni tarama testlerinin ortaya ¢ikmasiyla klinik olarak erken teshis
edilen vakalarin sayisinda artis olmustur. Dolayisi ile hastalik daha erken yaslarda

teshis edilmektedir. Bu yiizden hastalik orta yas hastalig1 haline gelmistir (23,66).

Mortalite

A.B.D.” de 1990’ 11 yillarda her yil 40 bin kisi prostat kanserinden dolay1
O0lmekte iken bu oranin 1999’ da 37400’ e, 2000 yilinda ise 31400’ e diisecegi
bekleniyordu ki bu yaklasik %25’ lik bir azalmaya tekabul eder. A.B.D.” de kanser
mortalitesindeki bu azalmaya ragmen Avrupa’nin bazi bolgelerinde azalmamustir.
Gilineydogu Hollanda’daki mortalite 1994’den bu yana artmaya devam etmis ve

33/100.000 seviyesine ulagsmistir. (23).

Prostat Kanserinin Tarihcesi

Prostat kanseri ilk kez 1817 yilinda Londra’li doktor George Langstaff
tarafindan tip literatiiriinde tanimlanmistir. 1904 yilinda Johns Hopkins Hastanesi’
nde calisan Young adindaki bir cerrah da ilk kez prostati radikal perineal
prostatektomi ile ¢ikartmustir. Bu teknik sonralari, 40 yas ve iizerindeki erkekler i¢in

prostat kanserinin yarattig1 yan etkileri azaltmada kullanilmistir (67).

2.3.3 Prostat Kanserinin Patolojisi

Prostat kanserleri pek cok tip gostermektedir. Bunlar; adenokarsinoma,
musindz adenokarsinoma, prostatik duktal adenokarsinoma, saf kiiglik hiicreli
adenokarsinoma, skuamoz ve adenoskuamoz Kkanserler, sarkomatid karsinoma,
(karsinosarkom), transizyonel hiicreli kanserler, malign mezensimal tiimorler,
prostatik epitelyal neoplazi (PIN), atipik kiiciik asiner proliferasyon (ASAP)’dir.
Bunlardan en sik goriileni %98 goriilme siklig1 ile adenokarsinomlardir (2).

Genelde tiimor prostatin dis kismindan homojen, diizensiz ve sert alanlar
olarak belirlenir. Tiimor kivam olarak memenin skiro karsinomuna benzer. Rengi gri,

gri-beyaz ya da beyaz-sar1 olabilir (68).
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Prostatik intraepitelyal Neoplazi (PiN)

PIN, invazif prostat kanserinin prekiirsoriidiir. Invazif prostat kanserinin
ayirict kritik ozelligi glanduler yapidaki bazal hiicre tabakasmin olmamasidir. Oysa
PIN’ deki sitolojik 6zellikler prostat kanserindekiyle ayni olmasma ragmen bazal
hiicre tabakast mevcuttur (69). PIN mikropapiller, kribriform, diiz ve demetler
halinde olmak {izere 4 yapisal forma sahiptir. PIN’ de bazal tabaka saglamdir; fakat
hiicre proliferasyonu, nukleus ve nukleolus hacminde artig gozlenir (1,70).

PIN, yasla artmakla beraber 20-30 yaslarinda dahi %10-20 oraninda rastlanr.
Genglerde goriilen, daha diisiik grade’li PIN’lerdir. 50 yasin iizerinde prostat kanseri
olanlarin %82’ de, olmayanlarin %43’ de yiiksek grade’li PIN goriiliir. Kanser hacmi

ne kadar fazla ise, PIN hacmide o kadar fazladir (22).

Gleason Derecelendirmesi

Prostat kanserinin histopatolojik olarak derecelendirilmesi Donald Gleason
tarafindan gelistirilen ve diinya capinda kabul goren Gleason derecelendirme
sistemine gore gerceklestirilmektedir (71).

Gleason sisteminde 2-4 1yi, 5-7 orta ve 8-10 kotii derecede farklilagmis
kanserleri gostermektedir. Gleason derecelendirmesinde, kanserli bezlerin 6zellikleri
5 histolojik model i¢inde farklilagsmaktadir ve en fazla farklilasan model I iken, en az

farklilasan model V’ dir (72,73).

Adenokarsinom

Adenokarsinom, prostat kanseri tipleri iginde yaklasik %98 lik bir oranla
karsimiza ¢ikmaktadir (2).

Prostat adenokarsinomunun prostat dismna lokal yayilimi, seminal vezikiile
invazyonu ve uzak metastazlari, timor volimii ve kotii diferansiasyon arttikca artar.
Kiiciik ve iyi diferansiye tiimorler genelde prostata sinirli iken, biiylik veya koti
diferansiye tiimorler daha siklikla lokal olarak yayilir veya lenf nodlar1 ya da
kemiklere metastaz yaparlar (35).

Timor yayilimi: Periferik yerlesimli adenokarsinomlar perindral aralik
invazyonu vasitasi ile lokal olarak prostat disina yayilima egilimlidirler. Prostat
adenokarsinomunun, prostat digina yayilimi cogu tumorlerin lokalizasyonuna paralel

olarak genellikle posterior ve posterolateral bolgeden olur. Tiimor prostatin
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tabanindan prostatik kapsiilii penetre ederek peri-seminal vezikuler yumusak dokuya
ulasabilir ve buradan da seminal vezikiili tutabilir (23).
Sitogenetik caligmalara bakildiginda, prostat kanserlerinin %25 inde

Kromozomal anomaliler oldugu goriilmiistiir (53).

Prostat Kanserinin ilerlemesi

Prostat kanseri hem latent, hem de klinik formunun bulunmas: ile kendine
0zgii bir kanserdir. Her ne kadar prostat kanserinin baglamasina yol agan ¢aligmalar
oldukca 6nem tasisa da, daha onemlisi histolojik olarak bening olan tiimoriin klinik
malign tiimore doniisiimiine yol agan biyolojik olaylarin daha 1yi anlagilmasidir ve bu
hastalik i¢cin yeni Onleyici ve tedavi edici stratejilerin gelistirilmesine olanak
saglayacaktir. Prostat kanserini ilerlemesinde ve metastazinda rol oynadigi diisiiniilen

bir¢cok gen, kromozomal anomaliler ve sinyal yollar1 vardir (30).

2.3.4. Yeni Gelismeler: Genomik ve Postgenomik Donemler

Insan genomunun tamaminimn dizilimi agiklanmustir. Bu dizilimin daha detayl
incelenmesi prostat kanseri ile ilgili anormal kromozom bdlgelerinde yer alan
onkogen ve timor siipresor genlerin kesfini hizlandiracaktir. Arastirmanin bundan
sonraki donemi (post-genomik donem) DNA’da kodlanmis olan genlerin

fonksiyonlarmi ve birbirleriyle olan etkilesimlerini agiga ¢ikartacaktir (30).

2.4. Farmakogenetik

Farmakogenetik, bireyler arasindaki ilaca cevabi belirleyen genetik faktorleri
inceleyen bilim dalidir (74,75). Diger bir degisle genetik polimorfizmler bireyin
farmakolojik ajanlara cevabini etkiler. Bu etkilesimlerin ¢alisilmas1 farmakogenetik
olarak adlandirilir (76).

Ilaglarin ¢ogu karacigerde metabolize edilmektedir ve genellikle ilaglarmn
cogu intestinal emilimi kolaylastiracak sekilde lipofilik yapida olduklarindan,
biyokimyasal olaylar ile once hidrofilik yapilara donistiiriiliirler ve sonrasinda
idrarla atilirlar. Bu igsleme biyotransformasyon denilir. Biyotransformasyon, ilacin
atilabilir hale getirilmesinin yaninda, bazi ilaglarin aktif hale getirilmesi i¢in de
gerekli bir islemdir. Biyotransformasyon sonrasinda olusan metabolitler bazen

toksisiteden sorumlu olabilirler. Bu olayda enzimlerin katalitik hizlar1 da 6nemli bir
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oynar. Ciinkii hizl1 veya yavas calismalarmna gore toksik olabilen ara metabolitler de
birikebilir. Enzim aktivitesi, o enzimi kodlayan gendeki polimorfizmler nedeniyle
insanlar arasinda degiskenlik gosterebilir. Bu nedenle her ilag her kiside ayn1 etkiyi
yaratmayabilir ve standart tedavi rejimi yerine kisiye 0Ozgil tedavi rejimi

uygulanmasi gerekebilir (77).

2.4.1. Faz I ve Faz II Reaksiyonlan

Faz 1 reaksiyonlarinda yiikseltgenme, indirgenme ve hidroliz gibi
reaksiyonlar ile substratlara aktif gruplar eklenerek, faz II konjugasyon reaksiyonlar1
icin substrat hazirlanir (78).

Faz I’ de ise siilfat, asetat, glukuronik asit, glutatyon ve glisin gibi endojen
maddeler ile konjugasyon reaksiyonlar1 gercgeklestirilir ve ara metabolitlerin
polariteleri arttirilarak, bobrek ya da gastrointestinal sistemden atilimlar1 saglanir.
Tim bu basamaklarda gorev alan enzimler genetik polimorfizmlerden
etkilenebilecekleri gibi; cevresel faktorler, hastaliklar ve ilaglardan da

etkilenebilmektedirler (79,80).

2.5. Sitokrom P450 Enzim Ailesi

Sitokrom P450 (CYP450) monooksijenaz enzimleri olgun eritrosit ve iskelet
kas1 hiicreleri disinda, tiim memeli hiicre tipleri ve prokaryotlarda bulunan bir hem-
protein ailesini teskil ederler. Bu enzimler 450 nm’ de absorbans gdsterdiklerinden
sitokrom P450’ ler olarak isimlendirilmislerdir. Insan genomunda 57 tane CYP450
kodlayan gen bulunmaktadir (5).

Insan CYP2C subfamilyasi enzimleri 10. kromozomun 10q24.2 bdlgesinde
kodlanmis olup, 300 kilo baz genomik DNA icerir. Baz dizilimi benzerliklerine gore
P450 sistemi 40 farkl aile i¢inde smiflandirilir (81).

Memelilerdeki tim CYP450° ler membrana bagh sekilde bulunurlar. Cogu
endoplazmik retikulumda bulunmalarma karsilik, mitokondride lokalize olanlar1 da
vardir (82). Sitokrom p450 ailesi CYP1, CYP2, CYP3, CYP4 ve CYP>4
enzimlerinden (Sekil 2.5.1) olusur (83).
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Sekil 2.5.1: Insan genomundaki aktif p450 genleri (84)

Sitokrom P450 Enzimleri, en ¢ok karaciger hepatositlerinde olmak iizere
gastrointestinal kanal mukazasi ve liimeni, akcigerler, bobrekler, cilt santral sinir
sistemi, plazma eritrositler, agiz mukozasi, dis etleri ve plasenta gibi bircok yapida
bulunur (85).

Bugiline kadar gergeklestirilen c¢alismalarda CYP450 enzim ailesinin
karsinogenez iizerindeki baz1 etkileri ortaya konulabilmistir. Ornegin, akciger kanseri
ile ilgili yapilan bir calismada, sigara igenlerde akciger kanseri riskinin periferik kan
lenfositlerindeki CYPIAI ve CYPIBI’in indiiklenmesi sonucu gergeklestigi ortaya
konmustur (86). Ayrica benzer bir calismada CYPD6’nin roliinden de bahsedilmis ve
zay1f metabolizor fenotipe sahip olan ve sigara igen olgularda akciger kanseri riskini
azalttig1 goriilmistiir (87).

Testosteron metabolizmasinda yer alan CYP344’deki bir polimorfizmin
prostat kanserine yatkilik olusturdugu gosterilmistir (88).

Ornegin karaciger CYP2C9 enzimi aktivitesi dogumdan hemen sonra aktif
hale gecerken enzimin aktivitesi zamanla yas ile ters orantili olarak aktivitesinde
azalma olusur (89). CYP gen ve enzimlerinin sayisinin bu kadar fazla olmasma
ragmen i¢lerinden sadece CYPI, CYP2 ve CYP3 ailelerine ait enzimlerin ilag
metabolizmasinda major rol oynadiklari belirlenmistir. Diger CYP ailelerin ara

metabolizmalarda esansiyel rolleri vardir (90).
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Endojen olarak sentezlenen bir¢ok bilesik CYP450’lerin substratlarini teskil
ederler. Bu bilesikler, prostaglandin lokotrienler dahil yag asitleri, steroidler, yiyecek
katki maddeleri ve ilaclar yaninda besinlerle, enjeksiyonla, havadan inhalasyonla ya
da deriden absorbsiyonla viicuda giren endiistriyel maddelerdir. CYP450 enzimleri,
ilag  biyotransformasyonu ve metabolizmasindaki en Onemli basamaklar1
katalizlerler. Burada gorev alan enzimler indiiksiyon veya inhibisyon gibi sayisiz
mekanizmalarla degisime ugrayabilirler veya bireyler arasinda oldukg¢a farkli
formlarda ortaya ¢ikabilir (5,91).

CYP450’ler fonksiyonlarmi yerine getirmek i¢in bir elektron transfer
zincirine ihtiya¢ duyarlar. Endoplazmik retikulum icindeki bu kaynak NADPH-
sitokrom P450 rediiktaz enzimidir. Mitokondrial P450’ler demir—siilfiir protein
adrenodoksin ve flavoprotein adrenodoksin rediiktazli elektron transport zincirinden
faydalanirlar. Mitokondride ayrica elektronlar redoksin rediiktaz ile NADPH

tarafindan redoksine transfer edilir ve ardindan CYP’lere transfer edilirler (92,93).

2.5.1.CYP2C Ailesi

CYP2C ailesi, karaciger mikrozomlarinda bulunan CYP’lerin yaklagik
%18’ini olusturmaktadir. Ayrica giiniimiizdeki ilaglarin yaklagsik olarak %20’sinin
CYP araciligiyla gergeklesen metabolizma reaksiyonlarinda katalizor olarak islev
gormektedir. CYP2C alt ailesinin insanda esas olarak karacigerde bulunan CYP2CS,
2C9, 2C18 ve 2C19 olmak tizere bilinen dort tiyesi vardir (94).

Metabolizmada rol oynayan mikrozomal enzimler icersinde spesifik dnem
tastyan bir gruptur. Insan Karacigerindeki total sitokrom P450 enzimlerinin yaklasik
%18’ini olusturmaktadir (95). CYP2C alt ailesinde CYP2C9 ve CYP2C19 enzimleri

polimorfiktir ve metabolizmada 6nemli rolleri vardir (96,97).

2.5.2. CYP2C9
Sitokrom P-450 2C9 enzimi, polimorfik oldugu saptanan enzimlerden biridir.
Bu enzimin aktivitesi bireyler arasi ve topluluklar arasi Onemli farkliliklar

gostermektedir. CYP2C9 aktivitesinde etken rol oynayan iki Onemli mutasyon

CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 varyantlaridir (98).
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CYP2C9 cDNA’s1 490 aminoasitlik ve molekiiler agirligi 55.6 KD olan
proteinler kodlamaktadir. CYP2C9 proteini lizerinde 6 adet substrat baglanma
bolgesi bulunmaktadir (99).

CYP2C9%*2 ve CYP2C9*3‘un allelik sikliklar1 toplumlar arasinda belirgin
farkliliklar gosterir. Beyazlarda CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 un allelik sikliklar1 %8-20
ve 9%6-10" dur. Asyali ve Afrika kokenli Amerikali populasyonlarda bu farklilik
daha az sikhiktadwr. CYP2C9*2 Asyali toplumlarda yoktur ve Afrika kokenli
Amerikalilarda %]1-2 siklhiktadir. CYP2C9*3 Asyalilarda %1-4 siklikta ve Afrika
kokenli Amerikalilarda %1-2 sikliktadir (76).

Yas da CYP2C9 un aktivitesinde farklilik olusturan 6nemli bir faktordiir.
Ciinkii yaslilarda yasla orantili olarak karaciger enzim aktivitesinde azalma
goriilmektedir (100). Ornegin karaciger CYP2C9 enzimi aktivitesi dogumdan hemen
sonra aktif hale gecerken enzimin aktivitesi zamanla yas ile ters orantili olarak

aktivitesinde azalma olusur (89).
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Sekil 2.5.2.1: CYP2C9 genin lokalizasyonu (101)

2.5.3. CYP2C9 gen yapisi ve polimorfizmi

Insan CYP2C9 subfamilyasi enzimleri 10. kromozomun 10q24,2 bolgesinde
kodlanmis olup, 300 kilo baz (kb) genomik DNA igerir (102). CYP2C9 geninin
regiilator ve kodlayan bdlgelerinde 50°den fazla polimorfizm tanimlanmistir. Avrupa
populasyonlarinda en yiiksek frekansa sahip olan alleller %12,2 ile CYP2C9*2 ve
%7.9 ile CYP2C9*3 varyantlaridir (103). CYP2C9 geni 9 ekzon icermektedir (104).
(Sekil 2.5.2.1).
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2.5.4. Sitokrom P450’ler ve kanser

Bugiline kadar gergeklestirilen c¢alismalarda CYP450 enzim ailesinin
karsinogenez iizerindeki baz1 etkileri ortaya konulabilmistir. Ornegin, akciger kanseri
ile ilgili yapilan bir calismada, sigara igenlerde akciger kanseri riskinin periferik kan
lenfositlerindeki CYP1A1 ve CYPIBI’ in indiikklenmesi sonucu gerceklestigi ortaya
konmustur (86). Diger bir calismada CYP2D6’ nin roliinden de bahsedilmis ve zayif
metabolizor fenotipine sahip sigara icen olgularda akciger kanser riskini azalttigi
belirtilmistir (87).

Testosteron metabolizmasinda yer alan CYP344° deki bir polimorfizmin
prostat kanserine yatkmlik olusturdugu gosterilmistir. Bu polimorfizm, CYP344
geninin promoter bolgesindeki -392. pozisyonundaki A niikleotidinin G niikleotidine
transisyonu sonucu gelismektedir (88). CYP3A44 polimorfizmi 6zellikle beyaz irkin
prostat kanserine daha yatkin olmalarina neden olmaktadir. Polimorfik G aleline
sahip bireylerdeki prostat kanseri gelistirme riski 6-kat fazladir. Fakat aymi
polimorfizmi tasiyan Afro-Amerikalilar’da celigkili sonuglar elde edilmistir. Bunun

nedeni, iki k arasindaki farkliliklara dayanmaktadir (105,106).

2.6. K Vitamini

K vitamin 1930 yilindan 6nce Danimarka’li biyokimyaci Henrik Dam
tarafindan kesfedilmistir (107).

2 Metil-1,4-naftakinon- grubu iceren ve poliizoproneid bir zincirle substitiie
edlimis olan ¢esitli naftakinon tiirevleri K vitamini etkinligi gosterirler.

K1 Vitamini (Fitonadion veya filakinon), ana gruba baglanmis olarak Fitil
grubu icerirler. Bu vitamer yesil bitkilerin yapraklarmda sentezlenir. ila¢ olarak
tercih edilen K vitamini tiiriidiir. Karacigerde metabolize olur.

K2 Vitamini (Menakinon), mikrobik kaynaklidir, Fermantasyon yapan
mikroorganizmalar tarafindan ve insanda terminal ileum ve kolonda yerlesmis olan
barsak florasi bakterileri ve diger bazi bakteriler tarafindan sentezlenir.

K Vitamini serisinin ana {iriinlerinden olan vitamin K3 (Menadion) sentetik
bir maddedir dogal olarak bulunmamaktadir. Organizmaya verildiginde in vitro

ortamda menakinonlardan birine alkile olmaktadir (108).
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2.6.1. K vitaminin Farmakokinetigi ve Etki Mekanizmasi

Yagda ¢Ozilinen bir vitamin olarak safra tuzu ve pankreatik lipaz varliginda
gastrointestinal sistemden absorbe edilir. Absorbe edildikten sonra karaciger, dalak
ve akcigerlerde toplanir, fakat viicutta uzun siire depolanamaz. Vitamin K’nin
farmakokinetik mekanizmalar1 tam olarak bilinmemekle birlikte, klinik kullanimda
yararlar1 agiktir. K vitamini proteinleri karboksile ederek etkisini ortaya koyar ve
niikleer transkripsiyon faktori i¢in ligand (Vit K2) olarak gorev yapar. Biyolojik
etkileri; koagiilasyon disinda, kemik olusumu, ndronal fonksiyon ve kan
damarlarindaki kalsifikasyon iizerinedir (109).

Vitamin K bir¢cok biyokimyasal yolakta kofaktor olarak gorev alir. Bunlarin
en Oonemlisi vitamin K bagimli karboksilasyon reaksiyonlaridir. Bu reaksiyonlarda
vitamin K’nm indirgen formu (kinol), y- glutamil karboksilaz enzimi ile glutamatin
(Glu), y-karboksi glutamata (Gla) doniisiimiinii saglarken kendisi epoksit (kinon)

formuna dontisiir, bu enerji gerektiren bir reaksiyondur (9).

2.6.2. K Vitamininin Fizyolojik Onemi

K Vitaminlerinin temel fonksiyonunun, kemiklerdeki osteoblastlar ve
karaciger hiicrelerinde fonksiyonel ©Onemi olan proteinlere baghh glutamat
rezidiilerinin, gama-karboksiglutamata  (Gla) dontistiiriilmesi ~ olduguna
inanilmaktadwr. Bu olay gama-karboksilaz enzimi tarafindan katalize edilir.
Reaksiyona gerekli enerji, hidrokinin formunun K vitamini hidrokinon formunun K
Vitamini epoksid formuna déniismesi ile saglanir. Ik blunan Gla’lanmis protein,
Protrombin’dir (108).

Vitamin K’nin kofaktor gorevini siirdiirebilmesi i¢in kinon formunun kinol
sekline indirgenmesi gerekir. Bu doniisiim vitamin K epoksit rediiktaz kompleks
subiinit 1 (VKORCI) enzimi ile olur (10).

K vitamini kemik yapimi iizerine giiglii etkisinden dolay1 6zellikle
osteoporozda tedavi amagli olarak kullanilmaktadir. Osteoporoz kiriklarinda kemik
gelisimini kolaylastirdig: ifade edilmektedir (110).

K vitamini kanin pihtilasmasinda onemli bir faktordiir. Buna ek olarak
yapilan son c¢aligmalarda ise kemik metabolizmasinda da kofaktér rolii oldugu

gosterilmistir. K vitamini kan pihtilasmasinda, plazma proteinlerinden faktor II, VII,
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IX, X ve bunlarin yan1 sira protein C, protein S ve protein Z’nin post-translasyonel
modifikasyonunda kofaktor olarak islev gormektedir (111).

Ayrica K vitamininin kanser hiicrelerinin biliylimesini in vivo ve in vitro
olarak inhibe ettigi de tespit edilmistir. Bundan baska ateroskleroz ve kalsifiye
arteryel plak Onlenmesi ve tedavisinde de oOnemli bir kofaktdr olabilecegi

disiiniilmektedir (11,12).

2.7. Pihtilasma Mekanizmasi ve K vitamini

Pihtilasma kanamanin durmasi sirasinda, damar disinda ve tromboz
sirasinda, damar i¢inde meydana gelir. Trombositlerin aktive edilmesi ve onlarla,
pthtilasma faktorleri olarak adlandirilan 6zel proteinlerinlerin etkilesmesi ile
karakterize olaylar zinciridir (108).

Pihtilasma yollar1 birincisi intrensek, ikincisi ekstrensek olmak tizere iki ana

baslikta toplanabilir (112).

2.7.1. Pihtilasmanin intrensek (plazma icinde) yolu

Negatif yiiklii bir yiizeyde; yiiksek molekiil agirlikli kininojen, prekallikrein,
faktor XII ve faktdor XI'in yan yana gelmesi ile intrensek yol baslatilir. Sonucta
Faktor XII'nin bir kismi, kimyasal yapismin degismesi sonucu faktor Xlla (aktive
edilmis faktor XII) haline gecer. Faktor Xlla, faktor XI'1 uyarir (faktér XIa). Bu da
faktor 1X’u aktive eder (faktor 1Xa). Faktor 1Xa, kofaktorii olan faktor VIlla,
kalsiyum ve fosfolipid bir yiizeyle beraber faktéor X’u aktive eder (faktor Xa).
Boylece faktor Xa, kofaktorii olan faktdr Va, kalsiyum ve fosfolipid bir yilizeyle
beraber protrombin (faktdr II) kompleksini olustururlar (112).
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2.7.2. Pihtilasmanin ekstrensek (plazma disinda) yolu

Kanda varolan faktoér VII, doku faktorii (TF) ile karsilastiginda ekstrensek yol
calismaya baglar. TF, kalsiyum ve faktor VII ile bir kompleks olusturur. Sonugta
faktor VII aktive edilir (faktor VIla). TF- faktor VIa iligkisi, faktor X’u uyararak
ortak yola katilirlar. Intrensek yol ile ekstrensek yol, faktdr X’un uyarilmasi ile
(faktor Xa) beraber ortak yolda bulusurlar (112).

Intrensek yol {izerinde olusan pihtilasma dakikalarca siirdiigii halde,
ekstrensek yol {izerinden olusan saniyelerle Olgiilecek kadar kisa bir zamanda
tamamlanir (108).

Intrensek ve ekstrensek yollarinin mekanizmasi Sekil 2.7.1°de gdsterilmistir
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Sekil 2.7.1: Fibrin pihtisinin olugsmasinda intrensek ve ekstrensek yollar (113).

33



2.7.3. K Vitamini gama-karboksilasyonu

Karboksilasyon olusumu, K vitamininin diisiik formu olan K vitamini 2-3
epoksite (vitamin KH2) kofaktor olarak ihtiya¢ duyar (114).

Karboksilasyon, K vitamini bagimli proteinlerin fosfolipit yiizeylere
tutunmasin1 saglar ve boylece kanin pihtilagsmasi hizlandirilmig olur. K vitaminin
disik formunun olusumunu K vitamini epoksit rediiktaz enzimi engelleyerek
durdurur ve boylelikle K vitamini bagimli pihtilasma faktorlerinin  gama
karboksilasyonunu kisitlar (115).

K vitamini antagonizmi veya bu vitaminin yoklugu bu faktdrlerin ve
proteinlerin {iretim oranini disiiriir ve buna bagli olarak antikoagiilasyon durumu
meydana gelir. Karboksilasyonda ki azalmayla birlikte pihtilasma faktor tiriinlerinin
salgilanis1 da azalir ve pihtilasma faktorlerinin biyolojik olarak aktivasyonu diiser.

Sonug olarak, pihtilasma mekanizmasi fonksiyonel olarak kaybolur (114).

2.8. K Vitamini Epoksid Rediiktaz (VKOR)

Yapilan son ¢alismalar 1518inda K vitamininin, karaciger hiicrelerinde
fizyolojik ©nemi bulunan “K vitamini epoksidi” adli metabolitine doniistiigi
goriilmiistiir. Bu metabolit ayn1 hiicrelerde epoksid rediiktaz enzimi tarafindan tekrar
K vitaminine (hidrokinon formuna) doniistiiriiliir (108).

K vitaminin islevselligini gésterbilmesi i¢in k vitamini 2-3 epoksid rediiktaz,
endoplazmik retikulum membraninda K vitamini epoksid rediiktaz (VKOR) enzimi
tarafindan indirgenmeye ihtiyag¢ duyar. K vitamini epoksid rediiktaz (VKOR) enzimi,
gama-karboksilasyon i¢in kofaktor olan K vitaminine indirgenmeyi saglar (116). Bu
olaya, yani K vitamini ile K vitamini 2-3 epoksidi geri doniisiimiine, K vitamini

dongiisti denmektedir. (Sekil 2.8.1)
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K Vitamini

K vitamini K vitamini
diigiik formu Epoksidi

Gama-glutamil Karboksilaz

Prekursér pitiiasma ¢ C0: Aktif pihtilagma
faktorleri 2,7, 9, 10 faktorleri2,7,9,10

Sekil 2.8.1: K vitamini dongiisii (117)

K vitamini dongiisiindeki bu olaylarin molekiiler diizeyi daha heniiz tam
olarak bilinmemektedir (118). Oral antikoagiilanlar esas olarak, K vitamini
epoksidinden K vitamini hidrokinonun rejenarasyonu inhibe etmek suretiyle
pihtilagsma faktorlerinin sentezini bozarlar ve K vitamininin, K vitamini 2-3
epoksidinden tekrar doniisiimii ger¢ceklesmeyen hastalarda kanama olayr goriiliir

(108).

2.9. K Vitamini Epoksid Rediiktaz Kompleks Alt Unit 1 Geni (VKORC1)
Polimorfizmleri

2004 yilinda Rost ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada yeni bir gen olarak
VKORCI1 genini bulmuslar ve genin fonksiyonunu hiicre dizilerine transfer ederek
tespit etmislerdir. Northern Blot yontemi ile genin karaciger ve kalp hiicrelerinde
yiiksek ekspresyonu gézlemlenmistir (119).
VKORC1 geni insanda 16pl1.2 bolgesinde lokalize olmustur. Bu gen 3 ekzon
icermektedir ve yaklasik olarak 3 kb uzunlugundadir ve VKORCI1 geni
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163 aminoasitlik ve 18.6 kDalton molekiil agirliginda bir protein
kodlamaktadir (120). VKORCI1’in konjenital eksikligi K vitamini iligkili pihtilasma
faktorleri1 kombine eksikligi tip 2 olarak adlandirilan kanama fenotipine yol acar
(76). Ve VKORCI1 endoplazmik retikulumun kiigiik bir transmembran proteinidir.
(121).

VKORCI1 geninde yapilan c¢alismalarda simdiye dek 28 polimorfizm
bulunmustur ve ayrica VKORC1’in hemen hemen tiim genetik varyasyonlari ile ilgili

3 ana haplotip tespit edilmistir (14).

2.10. VKORCI1 ve Kanser

Prostat kanserini de icine alan cesitli kanser tiplerinde vitamin K’nin
antikanser etkisinin oldugu gozlemlenmistir (111). Son zamanlardaki yapilan
calismalarda, vitamin K’nin kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi
bulunmustur. (11,12). Bu etkisinin angiogenezde rol oynayarak oldugu
diistiniilmektedir Vitamin K damar i¢inde koagiilasyonda onemli bir rol oynadigi
gibi, kan akimiyla ve damar yapisinin biitiinliigliniin saglanmasi ile de yakindan
iliskilidir (11).

Bircok degisik etmenin yam sira, phylloquinone alimi ile yani dolayli yonden
vitamin K ile prostat kanseri arasinda iliski bulunmustur (122)

Phylloquinone ve menaquinone’lerin proto-onkojen modiilasyonu {izerinden
kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi ve Ozellikle prostat kanseri ile
Phylloquinone ve menaquinone alinimmin ters yonde etki gdsterdigi bilinmektedir
(123,124).

Kanser olusumunda soz edildigi gibi, kanserin gelisebilmesi i¢in kendine ait
yeni kan damarlari, kan yollar1 bulmas1 gereklidir. Bu asamada vitamin K’nin 6nemli
bir rol oynadig1 g6z Oniine alinirsa vitamin K’nin kanser gelisimi ile iliskili oldugu
sOylenebilir.

K-3 vitaminin 6zellikle pek ¢ok kemirgen ve insan kanser hiicreleri iizerinde
cogalmay1 baskilayici etkisinin oldugu in vitro ve in vivo calismalarla gosterilmistir
(125).

Tromboz, kanserli hastalarda en sik goriilen komplikasyonlardan bir tanesidir.
Tromboza egilimi fazla olan kanserler arasinda abdominal organlarin

adenokarsinomalar1 (pankreas, mide, safra yollar1), ufak hiicreli akciger kanseri,
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prostat kanseri ve myeloproliferatif hastaliklar vardir. Prostat kanserlerinde kanama
komplikasyonlari trombotik komplikasyonlardan daha fazla gorilir. Kanserli
hastalarda tromboza olan egilimin farkliliklar gostermesi, hemostatik mekanizmanin

ne denli aktive oldugu ile yakindan ilgilidir.

Kanser prokoagiilaninin en 6nemli etki mekanizmasi faktdr X u aktive etmesi
(Xa) ve koagiilasyonu ana (ortak) yoldan baslatmasidir. Bazi kanser hiicreleri
tarafindan salgilanan miisin de kuvvetli bir prokoagiilan etki gosterebilmekte ve ana

(ortak) yoldaki protrombini aktive edebilmektedir (126).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

Bu c¢alismaya dahil edilen bireyler i¢in yerel etik kurul onay1 alindi. Her hasta
icin hasta rizasma yonelik onam formu alindi. Bu bireyler, Abant Izzet Baysal Tip
Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali tarafindan takip edilen ve prostat kanseri tanist almis
ve tedavileri bu yonde olan hastalar arasindan seg¢ilmistir. Hastalarin yagslar1 49-86
arasindadir. Calismanin kontrol grubu, prostat kanseri olmadigi biyokimyasal ve
muayene yontemleriyle belirlenmis, yaslar1 51-86 arasinda olan goniillii kisiler
arasindan secilmistir. Calismamiza 48 prostat kanseri tanili hasta ve 48 saglikli erkek
birey dahil edilmistir.

Hastalarin dahil edilme kriterleri

o Hasta patolojik olarak, kesin prostat kanseri tanis1 almig olmall

e Hastanin bagka sistemik hastaliginin olmamasi

e Eslik eden bagka bir kanserinin olmamasi.

e  Goniillii olmak/Bilgilendirilmis onam formu

Hastalarin gruba dahil edilmeme kriterleri/dislanma Kkriterleri;

o Kesin Prostat kanseri tanist almamis hastalar (BPH tanili olmas1 gibi)

e Hastanin bagka sistemik hastaliginin olmas1

e Daha 6nce prostat diginda kanser tanis1 almis olan hastalar

o Bilgilendirilmis onam formunu imzalamayan hastalar

3.2. Yontem

Arastirmaya dahil edilen kisilerin periferik venéz kanlar1 alindi ve EDTA
(etilendiamintetraasetik asit)’li tiipler icinde +4 derecede muhafaza edildi.
Arastirmaya dahil edilecek bireylerden EDTA’l tiiplere alman 10 ml kandan
ayristirilan 16kositlerden, uygun izolasyon kiti (QlAamp DNA Mini Kit (50))
kullanilarak, genomik DNA’lar1 Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi
Genetik Anabilm Dali Molekiiler Genetik laboratuarinda izole edildi.

Izole edilen genomik DNA’lar uygun sartlarda ve uygun primerler ile
hazirlanan PCR miksi (karigimi) i¢ine eklenerek, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
ile ilgili gen bodlgelerinin amplifikasyonu (cogaltilmasi) yapildi. Amplifikasyon
isleminde elde edilen PCR irinleri INFINITI'™ sistemleri yardimiyla
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AutoGenomics mikroarray cithazinda, ilgili DNA bolgelerine 6zel problar yardimiyla
calisildi. CYP2C9 ve VKORCI gen bolgelerine ait alt gruplarin polimorfizmleri
tespit edildi.

3.2.1. Tam Kandan DNA izolasyonu
Calismanin DNA izolasyon béliimii, AIBU Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik AD,
Molekiiler Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

DNA izolasyonu agamalari sekil 3.2.1.1°de verilmistir.

39



L

L

Pipet uglar1 ve beng iizeri %70’ lik etanol ile silinir.
Izolasyon yapilacak alan yaklasik 10 dakika kadar UV
ile sterile edilir.

Kabin i¢indeki 151k ve filtreli havalandirma sistemi agilir.
Steril eldiven kullanilir.

A\ 4

— 1.5 mL santrifijj tiipleri hazirlanir .

— 1,5 mL santrifijj tiipiine 20 uL. QIAGEN Proteaz
konulur.

— Sonrasinda 200 pL kan 6érneginden konur.

— 200 uL Buffer AL eklenir.

— 15 saniye kadar vortekslenir.

v
— 56°C 10 dakika inkiibasyon

A 4

N 2

Numune kisaca santrifiij edilir.

200 pL Etanol (96-100%) eklenir.

15 saniye kadar vortekslenir.

Kisaca santrifiij yapilir.

2 mL toplama tiipii igine filtreli santrifiij tiipii yerlestirilir.
Karisim 1.5 mL tiipden filtreli santrifiij tlipiine aktarilir.
8000 rpm 1dakika santrifiij yapilir.

|

Vil

Filtreli tiip yeni bir temiz toplama tiipiine alinir.
500 uL Buffer AW1 eklenir.
8000 rpm ldakika santrifiij yapilir.

|

N R R

Filtreli tiip yeni bir temiz toplama tiipiine alinir.
500 uL Buffer AW2 eklenir.

14,000 rpm 3 dakika santrifiij yapilir.

Filtreli tiip yeni bir toplama tiipiine alinir.

14, 000 rpm 1dakika santrifiij yapilir.

|

%
%
%
%
%

%

Spin Column etiketli olan yeni bir 15 mL santrifijj tiipiine alinir.
100 uL Buffer AE cklenir.

Oda sicakliginda (15-25°C) 3 dakika inkiibasyona birakilir.
8000 rpm 1 dakika santrifiij yapilir.

Filtreli tiip atilir.

1.5 mL’lik santrifiyj tiiplinde eksrakte edilimis DNA elde edilir.

Sekil:3.2.1.1: Tam kandan DNA izolasyonu
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3.2.2. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Belli bir DNA parcasini ¢ogaltmak i¢in kullanilan bir yontem olan polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) Karly Mullis tarafindan 1980’lerin ortalarinda kesfedilmistir
(127).

Polimeraz zincir reaksiyonu, herhangi bir DNA 6rneginde istenen bdlgenin
cogaltilmasimi saglayan hizli bir in vitro yontemdir. Polimeraz zincir reaksiyonu, elde
bulunan DNA 6rneklerinde segici olarak ilgili bolgenin ¢ogaltilmasini sagladig: i¢in,
onceden bu bolgenin DNA sekansi ile ilgili bilgi sahibi olunmasimi gerektirmektedir.
Sekans dizilimi bilgisi dogrultusunda belirlenen primer ¢ift, ¢calisilacak gen bolgesini
icerecek sekilde secilir. Primerler 15-25 niikleotid arasinda degisen uzunluklarda
olmalidirlar. Ayrica CG-AT oranlar1 erime 1sisinda goz oniinde bulundurulmalidir.
Primerlerin erime sicakliklar1 (Melting temperatures) birbirine oldukca yakin
olmalidir.

Primerler polimeraz zincir reaksiyonu igerisinde denatiire olmus olan kalip
DNA’nin tamamlayict dizilerine baglanirlar. Uygun bir DNA polimeraz enzimini
(Titanium Taq) ve dort gesit ANTP (deoksiniikleozid trifosfat) (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) ve Mg+2 iyonunun yeterli miktarda bulunmasi halinde, primerler hedef
DNA’nm komplementerinin sentezlenmesini saglarlar (128).

Polimeraz Zincir reaksiyonu, tek iplikli DNA’y1 kalip alan ve dNTP’leri
substrat olarak kullanan DNA polimeraz enzimi ile gergeklesirilir. DNA polimeraz
diger biitiin polimerazlar gibi 5°—3’ yOniinde sentez yapar. Uygun kosullar
saglandiginda primerler kalip DNA iizerinde kendilerine komplementer olan
bolgelerle esleserek enzimin senteze baslamasi i¢in baslatict gérev yapar. Daha sonra
DNA polimeraz enzimi primerlerin ucuna serbest dNTP’leri ekleyerek
komplemanter DNA ipligini sentezler (127).

Yeni sentezlenen DNA dallari, ardisik dongiilerde sentezlenecek diger
DNA’lar icin kalip gorevi yapmaktadirlar. Her dongii sonucunda DNA miktar1
geometrik olarak (2,4,8,16,32...) artar.

Polimeraz zincir reaksiyonu 1s1 degisimlerine dayanan {i¢ temel basamaktan
olugmaktadir (128).

i. Denatiirasyon (¢ift zincirin acilmasi): Yaklasik 93-95°C°de gerceklesir.
DNA tek dal haline gelmektedir.
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ii. Annealing (Baglanma): 50-70°C arasinda gergeklesen ve primerlerin hedef
DNA’ya baglanmasinin gerceklestigi basamaktir/isidir.

iii. Elongasyon (Uzama): 70-75°C arasinda gerceklesir ve yeni DNA
dallarinin elde edildigi agsamadir (128).

3.2.3. PCR’da Gerekli Olan Bilesenler

1. Amplifiye edilecek olan hedef DNA dizisini igeren kalip DNA

2. Amplifiye edilecek hedef DNA dizisinin komplementeri olacak sekilde
secilmis kisa primerler

3. Zincirin uzaman reaksiyonunu gerceklestiren termostabil karakterde Taq
DNA polimeraz enzimi

4. Enzimin c¢aligmas1 i¢in gerekli kofaktdor olarak gorev yapan Mg iyonu
saglayan MgCI*

5. Yapilan amplifikasyona gore degisik miktarlarda hazirlanan dNTP karisimi
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP).

6. Deiyonize ve steril su

3.2.4. izole edilen DNA érneklerinin PCR ile amplifikasyonu

PCR master miks’in hazirlanis1 ( 1 6rnek i¢in )

Amplifikasyon miksi 17.5 ul (PCR i¢in gerekli bilesenler*)
Titanium Taq polimeraz 0.5 ul
Total Hacim 18ul

(*: dNTP, Mg, H,Odd, primerler)

Hazirlamis oldugumuz 18 pl x 24 = 432 pl ‘lik master miksi 24 kuyucuklu
plate’e esit hacimlerde (18 pl) dagittiktan sonra plate yavas bir sekilde vortekslendi.

Plate vortekslendikten sonra plate’deki karigima, nonspesifik reaksiyonlari
onlemek amac1 ile DNA en son olarak eklendi. Her bir kuyucuga her bir hastaya ait 2

pul DNA 6rnegi eklendi.
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PCR master Mix 18ul
DNA 06rnegi 2 ul

Amplifikasyon reaksiyon hacmi 20 ul

Calismamizim PCR sartlar1 tablo 3.2.4.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.2.4.1: Calismamizin PCR sartlar1

Step
Sayisi Sicaklik (C) Zaman Siklus Sayis1
1 94 2 dakika 1
2a 94 20 saniye
2b 60-54(0.5/siklus) 30 saniye 12 x
2c 72 30 saniye
94 20
3 54 30 30X
72 30
4 72 2 dakika 1

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda elde edilen {irtinler mikroarray

yontemi ile ¢alisildi. Ilgili gen bolgelerinin  polimorfizmlerine  bakildi.
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3.2.5. INFINITI™ Sistemi
Infiniti Sistemine Genel Bakis
INFINITI™ sistemi hastaliga 6zgli BioFilmChip™ kullanarak niteliksel ve
niceliksel bircok proteomik ve genomik uygulamanin yapilabildigi tamamen
otomatize, multipleks bir molekiiler tan1 platformudur.
INFINITI™ sistemi asagidaki anahtar parcalardan olugsmaktadir:
e INFINITI Analizor
e BioFilmChip™ Mikro¢ip
e Intellipac™ Reaktif Modiili

e Uygulama araylizlii Qmatic isletim yazilimi

INFINITI™ Analizor

INFINITT analizor tak caligtir, otomatize, multipleks bir mikroc¢ip platformu
olup DNA analizindeki 6rnek isleme, reaktif yonetimi, hibridizasyon, stringency ve
optik okuma gibi ayrik basamaklar1 kendine yeten bir sistemde entegre etmektedir.
Herhangi bir tiip ya da boru sistemine ihtiyag duymayan analizér minimum miktarda
sivt atik liretmektedir. A§ uyumu olan cihaz laboratuvar bilgi islem sistemlerine

kolaylikla baglanabilir

BioFilmChip™ Mikrocip

BioFilmChip™ mikrog¢ip 6zgiin, film tabanli bir mikrog¢ip olup, ¢cok katmanl
8-10 um kalinliginda hidrojel tabakalardan olusmaktadir. Bu tabakalar biyolojik
materyallerin baglanmasi i¢in olduk¢a uygun {li¢ boyutlu bir yatak saglamaktadir.
Ornegin, tabakalardan biri test hassasiyetini saglamak amaciyla igsel floresan sinyali
ortadan kaldiran bir icerige sahipken digeri oligoniikleotid, antikor ya da antijen gibi
biyolojik molekiilleri sabitlemek igin streptavidin-biotin etkilesimini kullanarak
tasarlanmigtir. Spotlanmis BioFilmChip™ mikrog¢ipi kolay kullanim i¢in teste 6zgii

haznelere paketlenmistir.
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Intellipac™ Reaktif Modiilii

Testleri gerceklestirmek i¢in gerekli tiim reaktifler 4 rezervuarli 6zgiin bir
reaktif iglem modiiliinde paketlenmistir. Bu Intellipac™ reaktif modiiliine islem
siirecini kullanici i¢in basitlestiren, ayn1 zamanda reaktif son kullanma tarihi, kalan
reaktif miktar1 ve yapilabilecek test sayisi gibi verileri elektronik olarak kaydeden

64kb’lik bir hafiza kart1 entegre edilmistir.

Qmatic™ fsletim Yazihm
The Qmatic Islem Yazilimi coklu islem yaparak INFINITI™ analizor

tarafindan yerine getirilen karmasik gorevleri yonetebilmektedir. Yazilim, drnek ve
reaktiflerin alinip-bosaltilmasi, allele 6zgii primer uzatma (ASPE) reaksiyonu,
hibridizasyon, floresan sinyal algilanmasi, veri analizi, veri islenmesi ve sonuglarin

raporlanmasi gibi tiim elektromekanik ve robotik islemleri kontrol eder

Yiikle ve Cik Otomasyonu

Bir test yapabilmek i¢in asagidaki basit islemleri yerine getirilir.

1. Analizoriin kapagini agmak i¢in ekrandaki kapak diigmesine basar

2. Intellipac™ modiillerini, pipet uclarini, BioFilmCip™ haznelerini ve
amplifiye edilmis 6rnekler1 yiikler.

3. Her spesifik ornek icin test gereksinimlerini girdigi bir is listesi hazirlar ve
“yiirlit’e basar (Analizoriin kapagi kapanir ve sonuglar1 daha fazla maniiel

miidahale gerekmeksizin sunulur) (129)
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3.2.6. Mikroarray

Tarihcesi

Bir zemin lizerinde sabitlenmis sentetik gen dizileriyle serbest niikleik asitleri
melezlestirme diisiincesi molekiiler biyolojinin 6nemli adimlarindan biri olmustur.
DNA ‘chip’ analizlerindeki ileri amag¢ ise bunu es zamanli olarak bir¢ok gen
bolgesinde yiiksek duyarhilikla 6lgmektir. Teknigin baslangic girisimleri Schena ve
Shalon tarafindan gerceklestirilmistir. ‘Chip’ lerin yer aldig1 zeminleri hazirlamaya

ait ilk ekip Brown ve arkadaslarinca olusturulmustur (130).

Mikroarray’in Tanimi

Mikroarray genellikle cam, naylon membran veya silikon yapidaki kati
ylizeyler lizerinde minyatiirize alanlara yerlestirilmis milyonlarca birbirine denk tek
iplikli DNA pargaciklar1 (prob), antikor veya epitopik belirtecler araciligiyla bir
genomda depolanmis olan bilgilerin hibridizasyon gibi 6zgiin kimyasal baglanma
temeline dayanan bir prensiple incelenmesi teknigidir (131).

Yiizeye tutturulan bu DNA segmentlerinin (20 ile 100 ya da daha fazla
niikleotid uzunlugunda olabilir) binlercesi tek bir DNA mikroarray’inde birlikte
kullanilabilmektedir (132).

Uygulanan yontem ve amag farkliliklar1 olmakla birlikte, “microchip”, “DNA
chip” ve “DNA array” gibi tanimlamalar da benzer uygulamalar1 ifade etmek i¢in
kullanilirlar. Bununla birlikte, in situ oligoniikleotid sentezi teknigi ile tiretilmis olan
yiiksek yogunluklu mikroarray platformlar: ¢ip olarak ifade edilirken, “DNA array”
terimi Ozellikle cam lamlar iizerinde hazirlanan daha kiigiik kapasiteli platformlar
icin tercih edilir. Genel olarak mikroarray teknolojisinin en dnemli 6zelligi, kiigiik bir
alanda ¢ok sayida genomik incelemenin yapilmasina olanak saglamasidir (131).

(Sekil 3.2.6.1)
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Sekil 3.2.6.1: INFINITI™ Teknolojisi Mikroarray Cihazi (133)

Arraylerin Yapim

Bir¢cok farkli mikroarray teknikleri, aletleri ve ensturman sistemleri hizla
gelismektedir ve yaygin olarak kullanim alani bulmaktadir. Mikroarrayde,
DNA’larin c¢ipler, kiigik cam slayd veya mnaylon membran {izerindeki
hibridizasyonunu analiz ederek genlerin ekspresyon diizeyleri hakkinda bilgi
saglamaktadir. En basit array mikroskop lammin yilizeyine binlerce DNA
molekiiliiniin noktalar halinde degisik yontemlerle sabitlenmesiyle olusturulur. Bir
mikroskop lamma 50.000 DNA noktacigi yerlestirilebilir. Mikroskop lamma
birakilan DNA’nin kaynagi hiicreden alinan herhangi bir gen pargacigi olabilecegi
gibi cDNA, mRNA, tRNA veya yapay olarak sentezlenen oligoniikleotitlerde olabilir
(134).

Yapisal olarak genelde ii¢ farkli mikroarray tipi bulunmaktadir: naylon
membran lizerinde sentezlenen cDNA mikrodizilimleri, cam iizerinde sentezlenen
cDNA mikrodizilimleri veya oligoniikleotide dizilimler (DNA ¢ipleri) olabilir.
1995°de Standford Universitesi tarafindan gelistirilen cDNA mikroarraylerinde cam

iizerine UV-maskelemesi veya 1sikta aktif olan kimyasallar kullanilarak direk olarak
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cDNA dizileri sabitlenmistir. Oligoniikleotid arraylar ise Affimetrix firmasi
tarafindan gelistirilmis bu ylizden Affimetrix veya DNA ¢ipleri olarak anilmaktadir.
In situ olarak cam slayd veya slikon vyiizeyler iizerine sentezlenmis
oligolardan (mRNA ve/veya cDNA) olusurlar. DNA ¢ipleri de cDNA mikroarrayleri
gibi Photolithografi prosesi kullanilarak hazirlanmaktadir. PCR kullanilarak elde
edilen cDNA’lar cam slayd veya naylon membran iizerine yerlestirilerek cDNA

arrayleri olusturulmaktadir (135).

Mikroarray Cesitleri
Genotip mikroarrayleri

DNA mikroarray’leri ayn1 zamanda belli bir pozisyondaki bir genom
sekansint okumada da kullanilabilir. SNP(single nucleotid polymorphisms)
mikroarrey’ler bireylerde ve populasyonlarda genetik varyasyonu belirlemek i¢in
kullanilan 6zel bir ¢esit DNA microarray tipidir. Genetik varyasyondan ve genetik
hastaliklara duyarliliktan sorumlu oldugu diisiiniilen tek niikleotid polimorfizmini
(single nucleotid polymorphisms —SNPs-) belirlemede kisa niikleotid arrey’leri
kullanilabilmektedir. Genel olarak genotip belirleme olarak adlandirilan bu tip DNA
mikroarray uygulamalar1 adli tip ¢calismalarinda, hastaliklara genetik yatkinligin hizli
bir sekilde bulunmasi ya da Olgiilmesi calismalarinda ya da DNA temelli ilag
adaylarinin tanimlanmasinda kullanilabilmektedir. Bu tip SNP mikroarrey’leri
ayrica kansere neden olan somatik mutasyonlarin, 6zellikle de heterozigozite kaybi1
ve DNA bolgelerinin amplifikasyon ve delesyonlarmin profilinin belirlenmesinde de
kullanilmaktadwr.  Amplifikasyon ve delesyonlar —mikroarrey’lerle  birlikte
karsilagtirmali genomik hibridizasyonun kullanilmasiyla da saptanabilmektedir

Yeniden sekanslama array’i bireylerdeki genom kisimlarmin sekansini
cikarmak icin gelistirilmis bir baska array yontemidir. Bu array teknigi bireylerdeki
germline mutasyonlarint veya kanserdeki somatik mutasyonlar1 belirlemede
kullanilabilmektedir (132). Sekil 3.2.6.1°de genotip mikroarray ¢ip Ornegi resmi

verilmistir.
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Sekil 3.2.6.2: Genotip mikroarray 6rnegi resmi (136)

Spotlu mikroarray’ler
Spotlu (ya da iki kanalli) mikroarray’lerde problar oligoniikleotid, cDNA
veya m-RNA’lara tekabiil eden PCR iiriinlerinin kii¢lik fragmentleri olabilir. Bu tarz
array’ler tipik olarak iki farkl florfor ile isaretlenmis, karsilastirilacak iki 6rnekten
(6rnegin hasta ve kontrol) gelen cDNA ile hibridize edilmistir. Ornekler karistirilip
tek bir mikroarray’e hibridize edilebilir; bu daha sonra scan edilir ve de boylece up-
regulated genlerle down-regulated genler bir seferde goriilebilir (132). Sekil 3.2.6.2

de spotlu mikroarray 6rnegi verilmistir.
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Sekil 3.2.6.3: Spotlu Mikroarray 6rnegi (137)

Oligoniikleotid mikroarray’leri
Oligoniikleotid (ya da tek kanalli) mikroarray’lerinde problar sekansi bilinen
ya da tahmin edilen mRNA’lara uygun olacak sekilde dizayn edilir. Bu
mikroarray’ler gen ekspresyonunun kesin degeri ile ilgili tahminler verir; o nedenle,
iki duru-mun karsilastirilmasinda iki ayr1 mikroarray kullanmak gerekir.
Oligoniikleotid microarray’leri piezoelektrik depozisyon araciligi ile iiretilebilecegi

gibi in-situ sentez araciligi ile de tiretilebilir.
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Array’deki herbir geni temsil etmek tizere genellikle 25-70 nt uzunlugundaki
oligo niikleotidler kullanmilir. Daha kiiciik boyutlar da prob baglanma etkinligi daha
diisiik olmaktadir. Bununla birlikte, kiigiik oligoniikleotidlerin 6zgiilliigii daha
yiiksektir. 70 nt’-den daha biiylik olanlarda ise sinyalde cok kiiciik bir artis
olmaktadir. Oligoniikleotidler her seferinde yeniden sentezlendigi i¢in c-DNA’larda

oldugu gibi bagka sekanslardan kontaminasyon s6z konusu degildir.

Uzun Oligoniikleotid Array’leri 60 parcadan olusur ve silika substrat {izerine
ink-jet baski ile iretilir. Kisa Oligoniikleotid Array’leri ise 25 veya 30 parcadan
olusur ve silika substrat lizerine fotolitografik sentez ile (Affymetrix’in yaptig1 gibi)
ya da akrilamid matris iizerine piezoelektrik depozis-on (GE Healthcare’in yaptigi
gibi) ile iretilir. Son zamanlarda NimbleGen Systems tarafindan gelistirilen
Maskesiz array sentezi, esnekligi ve ¢ok sayida prob kullanimini bir araya getirmistir
(132).

Genel Mikroarray Yontemi

DNA mikroarray; genomdaki tiim genlerin ekspresyon analizlerini hizli bir
sekilde yapmak lizere gelistirilmis bir metodtur. Kiiciik 6rnek hacimleri kullanilarak
tek deneyde mikroarrayler, SNP’lerin (tek niikleotid polimorfizminin), hastalikli ve
normal gen ekspresyonunun (mRNA’daki artis ve azahglar) hizli bir sekilde
calisilmasimi saglamaktadir.

Temeli Nothern ve Southern blottinge dayanan mikroarray teknolojisi farkli
diizeylerde 10-15 yildan beri kullanilan bir teknik olmasina ragmen son zamanlarda
kullanilan ¢cDNA mikroarray teknolojisiyle bilim diinyasinda hizli bir gelisme
kaydedilmistir (138).

Siklikla kullanilan geleneksel laboratuar yontemleri, genellikle tek bir gen
veya proteinin arastirilmasma yoOneliktir. Hastaliklarin  ¢ogunda birgok gen
etkilenmekte (multigenik) ve bircok faktore bagli olarak hastaliklar olusmaktadir
(139).

Bu da, birgok farkli genin ve proteinin bir arada, kolay ve verimli olarak
incelenebilmesini giindeme getirmistir. Gliniimiizde geligen bilgisayar teknolojisinin
biyolojiye uyarlanmasi ile ortaya ¢ikan DNA ¢ipleri hiicre dongiisiinii etkileyen

yiizlerce genin ekspresyonunun takip edilebilmesini saglamistir (138).
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Mikroarray analizi:

Intellipac® reaktif modiilii (Uzerinde 4 kuyucuk bulunur ve 1.— 4. kuyucuklar
kullanilir. 1. kuyucukta hybridizasyon soliisyonu, 4. kuyucukta kesif primerlerini
iceren soliisyon bulunur.) icinde mevcut primerler 24-kuyucuklu platformdaki PCR
driinlerine eklenir. Primerler, PCR {riinleri {zerindeki polimorfik bdlgelerde
komplementer sekanslarma baglandiktan sonra, uzatilirlar (ekstansiyon). Bu uzama
reaksiyonu sirasinda fluoresan isaretli niikleotidler eklenmis olur. Uzamis primerler
antizipkod (insan kaynakli olmayan DNA sekansi) ismi verilen kisa DNA
sekanslarma sahiptirler.

BioFilmChip™ mikrogip polieyster film tabanma kaplanmis gok tabakali iig
boyutlu hidrojel matrikslerden meydana gelir. BioFilmChip™ 240 oligoniikleotid ile
dizilmistir. Cip iizerine spotlanan bu kisa DNA sekanslarina zipkod denir. Her bir
zipkod uzama reaksiyonundan gelen primerler tarafindan saglanan bir anti-zipkoda
hibridize olabilir. Eger bir spottaki zipkod sekansi anti-zipkod sekansi ile %100
ortlisme i¢indeyse, primer o spotta kalir. Eger primer fluoresan isaretli ise bu spottaki
sinyal optik modiil tarafindan algilanir. INFINITI™ optik moduliiniin i¢erisindeki bir
konfokal mikroskop her bir BioFilmChip™ ‘i tarar. Her bir spottaki fluoresan sinyal
yogunlugu biyoinformatik yazilim tarafindan, test edilen genin genotipini 6rnekten

gelen DNA pargasinin varligini belirlemek i¢in kullanilir (133).

Affymetrix GeneChip® Mikroarray Teknolojisi (Genotip microarray)

Affymetrix firmasi1 tarafindan uygulamaya sokulmus bir yontemdir. Bu
teknolojinin uygulama alanina girdigi 1994 yilinda her bir hibridizasyon noktas: 100
x 100 mikron boyutlarinda iken, 2005 yilinda 5 x 5 mikron boyuta milmis, boylece
yaklagik olarak 1.28 cm x 1.28 cm boyutlarindaki bir yiizey alani igersinde yaklasik
400 kat daha fazla sayida deney (yaklasik 6.5 milyon farkli noktada hibridizasyon
aracili@iyla 500 bine ulasan deney) gerceklestirilebilmistir. (Sekil 3.2.6.3)
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Sekil 3.2.6. 4: Affymetrix GeneChip® firmasina ait insan ve fare genomu c¢ipleri
(140)

Her bir noktada birbiri ile denk milyonlarca prob bir arada bulunmaktadir.
Problar genellikle 25 niikleotid uzunluktadirlar ve 6zgiin DNA veya RNA dizisini
yakalamak i¢in tasarlanmistir. 25 niikleotidlik prob uzunlugu yeterli diizeyde
ozgiinliik saglarken, duyarlilig1 ve tekrarlanabilirligi arttirmak amaciyla ekspresyon
calismalarinda 22, genotiplendirme ¢alismalarinda ise 40 prob ayni anda farkl
noktalarda test edilir. Spesifik olmayan baglanmalardan olusabilecek yanlis pozitif
degerlendirmeleri engellemek amaciyla bazi problarin orta kisminda bilerek
uygunsuz bolgeler tasarlanir. RNA mikroarray c¢alismalarinda, RNA molekiilii dis
ortam sartlarma dayaniksiz oldugundan oOnce reverse transkripsiyonla cDNA’ya
cevirilir. Daha sonra in vitro transkripsiyonla yeniden RNA (cRNA) olusturulur.
Ancak bu srrada ortama konulan urasil niikleotidler biyotinlenmistir. Elde edilen
biyotinlenmis cRNA hibridizasyon oncesi daha kiigiik pargalara ayrildiktan sonra
hibridizasyon firminda 6zgiin prob ile hibridize edilir. Yikama sonrasinda ortama
konan floresan boyalar biyotin molekiiliine baglanirlar. Lazer okuyucular ile taranan

¢ip hibridizasyon olusumunun varligi agisindan agisindan degerlendirilir (140).

53



INFINITI™ Teknolojisi ve Mikroarray

Basamak 1:

Intellipac i¢ginde mevcut primerler 24-kuyulu platformdaki PCR
driinlerine eklenir. Primerler PCR fdiriinleri iizerindeki polimorfik
bolgelerde komplementer sekanslarma baglandiktan sonra, uzatilirlar
(ekstansiyon). Bu wuzama reaksiyonu sirasinda floresan isaretli
niikleotidler eklenmis olur. Uzamis primerler anti-zipkod ismi verilen
kisa DNA sekanslarina sahiptirler.

(Sekil 3.2.6.5)

Polimorfik bolge

TR TR
t N

Primer Sekansi Floresan nikleotidler

Sekil 3.2.6.5: Floresan isaretli niikleotitlerin uzama realsiyonunda gosterimi
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Basamak 2:

BiyoFilmCip™ mikrocip poliester film tabanma kaplanmis ¢ok tabakall tig
boyutlu hidrojel matrikslerden meydana gelir. BiyoFilmCip 240
oligoniikleotid ile dizilmistir. Cip Tlizerine spotlanan bu kisa DNA
sekanslarma zipkod denir. Her bir zipkod uzama reaksiyonundan gelen
primerler tarafindan saglanan bir anti-zipkoda hibridize olabilir. Eger bir
spottaki zipkod sekansi anti-zipkod sekansi ile %100 oOrtiisme icindeyse,
primer o spotta kalir. Eger primer floresan isaretli ise bu spottaki sinyal

optik modiil tarafindan algilanir. (Sekil 3.2.6.6)

ekil: 3.2.6.6: BiyoFilmCip™ 6rnegi resmi
S Y P g
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Basamak 3:

INFINITI optik modiiliiniin igerisindeki bir konfokal mikroskop her bir
ByoFilmCipi tarar. Her bir spottaki floresan sinyal yogunlugu biyoinformatik
yazilim tarafindan, test edilen genin genotipini ya da viral ya da bakteriyel bir

ornekten gelen DNA parcasmnin varligmi belirlemek i¢in kullanilir. (Sekil

3.2.6.7)

Sekil 3.2.6.7: Mikrogip ilizerinde parlayan floresan 1siklarinin goriintiisii
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Basamak 4:

BiyoFilmCip tarandiktan sonra, bilgi biyoinformatik yazilim tarafindan
islenir. Sonuglar kolay yorumlanabilir bir tablo olarak listelenir. ilk
sonuglara infiniti ¢alismaya basladiktan 4 saat sonra erisilebilir. Takip
eden sonuglar her 30 dakikada bir analizor ¢alismaya devam ettigi halde

elde edilebilir. (Sekil 3.2.6.8)

Genomic Results

FAvy ,&
CYP2C18PLUS A J
intell Lot: 20442IE17 Sample: 10 May 26,2009
MagzLot 031110204411D45 ID: 2009052613583532 21:58
SNa | Analyte Arelysiz [Pry |Raio | -
1 1915406 (T_LT 1 135656 13955
Lo 19154CA 100
119151476 100
4 19154TA 100
B T7MEGIAM el R0 248909
B TTMEGAS 100
Lo IbGM o)l e v
B 1AGH 100
5 SN03ICHTY )l 117 8%
10, 90033C5T 16232
1 127EGAM el 1953 19
12, 1IMIGA 100
13 TE294THAM )l 9E0E0 9ELAD
14 18204TANT 100
15 1ETHToCM a)al 2E057 269057
16, 1E7ITCH 100
17, 127B4GIAM )l WS 305
18, 12TR4GIAD 100
19 -H0HCHTM a)al 13440 134440
W, ARCTHI 100
. HYEC 106480
2. BKGD

Sekil 3.2.6.8: AutoGenomics mikroarray cihazmin sonug ekrani
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Mikroarrayin Kullanim Alanlan

Ik arrayler, 1980’lerin ortalarnda kesfedilmis ve mikroarray olarak
adlandirilmistir. Bu cihaz iiretimine 300 mikronluk DNA problari ile baglanmis ve
spot biiyiikliigii 300 micron olarak ayarlanmistir. Cogunlukla DNA klonlamada, PCR
irlinlerinde ya da oligonukleotidlerde ve ozellikle radyoaktif olarak etiketlenmis
hedefler icin kullanilmistir. Bu teknoloji ilk olarak tip alaninda kullanilmaya
baslanmistir. Daha sonraki mikroarray cihazlar1 igne uglu yiizeyler (pin spotter)
kullanilarak tasarlanmistir. Bu igne temelli robotik sistemde bir cam yiizeye yaklasik
150 mikronluk DNA solusyonlar1 homojen olarak dagitilmistir.1990’lara
gelindiginde ise, arastirmacilar mikroarrayi farkli profiller gosteren doku tiirleri ve
farkli siireclerde bulunan bakteriyel hiicreleri saptamak ve degerlendirmek igin
kullanmiglardir (141,142).

Mikroarray teknolojisinin kullanim alanlar1 her gegen giin artmaktadir. Cok
saylrda DNA molekiiliiniin lamlar ya da naylon membranlar {izerine noktalanmasi ile
mikroarrayler olusturulur. Kullanim alanlari, gen ifade profillerinin arastirilmasi,
mutasyon taramasi ve analizi, genotipleme (6rnegin; Okaryot, mikroorganizma,
viriis), genlerin ve klonlarin haritalanmasi, mikrodelesyon ve kromozomal

aberasyonlarin tespiti olarak siralanabilir (134).
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3.3. Istatistiksel Analiz

Calismanin analizi sonucunda elde edilen veriler Epilnfo 3.5.3 istatistik
programi yardimiyla hesaplandi. P degeri kiiciik esittir 0,05 olan sonuglar anlamli
olarak kabul edildi.

Mikroarray calismasi sonucunda hasta ve kontrol grubu icin her bireyin tek
tek homozigot, heterozigot ve wild type (yabanil tip) olarak sayilar1 hesaplandi.
Ayrica toplam wild-heterozigot-homozigot sayilar1 da hesaplandi ve Epilnfo 3.5.1

istatistik programi yardim ile bu sayilarin anlamliklik derecelerine bakildi.
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4.BULGULAR

4.1. Kontrol ve hasta gruplariin genel 6zelliklerinin degerlendirilmesi ve
istatistiksel analizlerinin yapilmasi
Kontrol ve calisma grubuna ait bireylerden EDTA’l1 tiiplere alinan periferik
kan orneklerinden genomik DNA ekstraksiyonu yapildiktan sonra ilgili gen bolgeleri
PCR ile ¢ogaltildi, elde edilen amplikon (iiriin) mikroarray yontemi ile ¢alisildi.
Kontrol ve calisma gruplar: ile ilgili genel bilgiler, elde edilen bulgular ve

istatistiksel analiz sonuclar1 asagida belirtilmistir.

Kontrol grubu: Bu grup, herhangi bir kanser tanis1 almamis ve prostat
kanseri olmadigi biyokimyasal ve muayene yoOntemleriyle belirlenmis, ayrica
sistemik bir hastaligi olmayan goniillii erkek bireylerden olusmaktadir. Kontrol
grubunun yas araligi 51-86 arasinda olup, yas ortalamasi 68 yil, PSA ortalamasi ise

2,04 ng/mg’dir

Hasta grubu: Abant Izzet Baysal Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali
tarafindan takip edilen ve prostat kanseri tanis1 almis erkek bireyler hasta grubumuzu
olusturmaktadir. Hastalarm yaslar1 49-86 arasinda olup, yas ortalamasi1 71 yil ve PSA
ortalamasi ise 37,63 ng/mg’dir

(Tablo 4.2.9)

4.2. Genotip analiz sonuclari:

Hasta ve kontrol grubumuzda CYP2C9 geninin alt gruplan
(*2,*3,*4,*5%6,*11) 1le VKORCI geninin alt gruplarna ait polimorfizmler
(*3673,*6009,*6484, *6853, *7566, *8773, *9041, *5808) tespit edildi. (Tablo 4.2.1
ve tablo 4.2.2)
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Tablo 4.2.1: CYP2C9 alt varyantlarmin kontrol grubundaki wild, heterozigot ve
mutant tiplerinin sayisal dagilimi

Genotip wild heterozigot mutant
2C9*2 45 3 0
2C9*3 38 8 2
2C9*4 48 0 0
2C9*5 48 0 0
2C9*6 48 0 0
209*11 47 1 0

Tablo 4.2.2: VKORC1 alt varyantlarinin kontrol grubundaki wild, heterozigot ve
mutant tiplerinin sayisal dagilimi

Genotip wild heterozigot mutant
VKR3673 26 9 13
VKR5808 16 14 18
VKR6009 35 13 0
VKR6484 11 24 13
VKR6853 12 24 12
VKR7566 12 23 13
VKR8773 48 0 0
VKR9041 21 20 7
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Tablo 4.2.3: CYP2C9 alt varyantlarun hasta grubundaki wild, heterozigot ve mutant
genotip tiplerinin sayisal dagilimi

Genotip wild heterozigot mutant
2C9*2 39 9 0
2C9*3 42 6 0
2C9*4 48 0 0
2C9*5 47 1 0
2C9*6 48 0 0
2C9*11 48 0 0

Tablo 2.4.4: VKORCI alt varyantlarinin hasta grubundaki wild, heterozigot ve
mutant genotip tiplerinin sayisal dagilimi

Genotip Wild heterozigot mutant
VKR3673 28 7 13
VKR5808 21 11 15
VKR6009 32 11 5
VKR6484 15 16 17
VKR6853 15 16 17
VKR7566 16 16 16
VKR8773 47 1 0
VKR9041 27 15 6
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Tablo 4.2.5: Kontrol ve hasta grubunda CYP2C9 geninin alt gruplarimna ait
polimorfizmlerin wid, heterozigot ve mutant genotiplerin yiizde dagilimlar1

Varyant Wild tip Heterozigot Mutant
C/C C/T T/T
CYP2C9*2 C>T K: (%93.75) K: (% 0) K: (%6.25)
H: (%81.25) H: (%18.75) H: (% 0)
A/A A/C C/C
CYP2C9*3 A>C K: (%79.16) K: (%16.6) K: (% 4.16)
H: (% 87.5) H (%12.5) H: (%0)
T/T T/C C/C
CYP2C9*4 T>C K: (%100) K: (%0) K: (%0)
H: (%100) H: (%0) H: (%0)
C/C C/G G/G
CYP2C9*5 C>G K: (%100) K: (%0) K: (%0)
H: (%97.91) H: (%2.08) H: (%0)
CYP2C9*6 del A K: (100) wild
H: (100) wild
C/C C/T T/T
CYP2C9*11 C>T K: (% 97.91) K: (% 2.08) K: (%0)
H: (%100) H: (% 0) H: (%0)
K: kontrol H: Hasta




Tablo 4.2.6: Kontrol ve hasta grubunda VKORCI geninin alt varyantlarina ait
polimorfizmlerin wild, heterozigot ve mutant genotiplerin yiizde dagilimlar1

Varyant

Wild tip

Heterozigot

Mutant

VKORC1 3673 G>A

G/G
K: (%16.66)
H: (%58.33)

G/A
K: (%18.75)
H: (% 14.59)

A/A (%)
K: (%27.08)
H: (%27.08)
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T/T T/G G/G
VKORC15808T>G | K:(%33.33) K: (% 29.16) K: (%37.5)
H: (%43.75) H: (%22.91) H: (%33.33)
C/C C/T T/T
VKORC16484C>T | K: (% 22.91) K: (%29.16) K: (% 47.91)
H: (%31.25) H: (% 33.33) H: (%35.41)
G/G G/C C/C
VKORC16853 K: (%25) K: (% 50) K: (%25)
G>C H: (%31.25) H: (% 33.3) H: (%34.41)
C/C C/T T/T
VKORC17566C >T | K: (%25) K: (%47.91) K: (%27.08)
H: (%33.33) H: (%33.33) H: (% 33.33)
C/C C/T T/T
VKORC18773 C>T | K: (%100) K: (% 0) K: (% 0)
H: (%97.91) H: (%2.08) H: (%0)
G/G G/A A/A
VKORCI1 9041 | K:(%43.75) K: (% 41.66) K: (%14.58
G>A H: (%56.25) H: (%31.25) H: (12.5)
C/C C/T T/T
VKORCI1 6009 K: (%72.91) K: (%27.08) K: (%0 )
C>T H: (%66.66) H: (% 22.91) H: (% 10.41)
K: kontrol H: Hasta




CYP2C9 genotip sonu¢larinin yorumlanmasi

Sonuglarimiza gore kontrol grubunda, 45 birey (%93,75) CYP2C9*2 wild
C/C (yabanil) genotipte, 3 birey (%6,25) heterozigot C/T genotipte tespit edilirken,
bu grupta homozigot genotipe sahip herhangi bir birey tespit edilmemistir.
CYP2C9*3 wild A/A genotipe sahip 38 birey ( 79,16), heterozigot A/C genotipe
sahip 8 birey (%16,6) ve homozigot C/C mutant tipe sahip 2 birey (% 4,16) tespit
edilmistir. Kirksekiz birey (%100) CYP2C9*4 T/T wild tip, bu varyant icin
heterozigot ve homozigot mutant bireyler tespit edilememistir. 48 birey (%100)
CYP2C9*5 C/C wild genotipte tespit edilmis olup, heterozigot ve homozigot mutant
bireyler tespit edilmemistir. 48 birey (%100 delA/A) CYP2C9*6 wild genotipte
tespit edilmis olup bu grup i¢in heterozigot ve homozigot mutant bireyler tespit
edilmemistir. Son olarak, CYP2C9 wvaryant1 *11°’de ise 47 birey (%97,16)
CYP2C9*11 C/C wild genotipte, 1 birey (2,08) C/T heterozigot genotipte tespit
edilmis olup homozigot mutant genotipte birey tespit edilememistir.

Hasta grubunda, 39 birey (%81,25) CYP2C9*2 i¢cin C/C wild genotipte, 9
birey (%18,75) C/T heterozigot genotipte bulunmus olup homozigot mutant
genotipte birey tespit edilmemistir. 42 birey (%87,5) CYP2C9*3 A/A wild genotipe
sahip olarak tespit edildi ve 6 birey (%12,05) de heterozigot A/C genotipe sahip
olarak bulundu. Ancak CYP2C9*3 homozigot mutant genotipe sahip bireyler tespit
edilmemistir. 48 birey (%100) CYP2C9*4 T/T wild genotipte tespit edilmis olup
heterozigot ve homozigot mutant bireyler tespit edilmemistir. 47 birey (%97,91)
CYP2C9*5 C/C wild genotipte, 1 birey (%2,08) C/G heterozigot genotipte tespit
edilirken homozigot mutant genotipe sahip bireyler tespit edilmemistir. 48 (%100
delA/A) birey CYP2C9*6 wild genotipte tespit edilirken heterozigot ve homozigot
mutant bireyler tespit edilmemistir ve CYP2C9*11°de ise 48 birey (%100)
CYP2C9*11 C/C wild genotipte tespit edilmis olup heterozigot ve homozigot mutant
bireyler tespit edilmemistir.

(Tablo 4.2.1, Tablo 4.2.3, Tablo 4.2.5, Tablo 4.2.7. ve Grafik 4.2.1, Grafik 4.2.2)

65



VKORCI1 genotip sonu¢larinin yorumlanmasi

Diger bir parametremiz olan VKORCI] varyantlarinin sonuclarina
baktigimizda kontrol grubunda, 26 birey (54,16) VKORCI 3673 GG wild genotipte,
9 birey (%18,75) G/A heterozigot ve 13 birey (%27,08) de A/A homozigot mutant
genotipte tespit edilmistir. 14 birey (%33,33) VKORCI1 5808 T/T wild genotipte, 14
birey (29,16) T/G heterozigot genotipte ve 18 birey (% 37,5) GG homozigot mutant
genotipte tespit edilistir. 35 birey (%72,91) VKORC1 6009 C/C wild genotipte, 13
birey (%27,08) C/T heterozigot genotipte tespit edilirken homozigot mutant birey
tespit edilememistir. 11 birey (%22,91) VKORCI1 6484 C/C wild genotipte, 14 birey
(%29.16) C/T heterozigot genotipte ve 23 birey (%47.91) de T/T homozigot mutant
genotipte tespit edilmistir. 12 birey (%25) VKORCI1 6853 G/G wild genotipte, 24
birey (%50) G/C heterozigot genotipte ve 12 birey (%25) de C/C homozigot mutant
genotipte tespit edilmistir. 12 birey (%25) VKORCI1 7566 C/C wild genotipte, 23
birey (47,91) C/T heterozigot genotipte ve 13 birey (27,08) de T/T homozigot mutant
genotipte tespit edilmistir. 48 birey (%100) VKORCI1 8773 C/C wild genotipte tespit
edilirken heterozigot ve homozigot genotipe sahip herhangi bir birey tespit
edilmemistir. 21 birey (%43,75) VKORCI 9041 G/G wild genotipte, 20 birey
(%41,66) C/A heterozigot ve 7birey (%14,8) de A/A homozigot mutant genotipte
tespit edilmistir.

VKORCI varyantlar1 i¢in hasta grubumuzun sonuglarma baktigimizda, 28
birey (%58,33) VKORCI1 3673 G/G wild genotipte, 7 birey (14,59) G/A heterozigot
ve 13 birey (%27,08) de A /A homozigot mutant genotipte tespit edilmistir. 21 birey
(43,75) VKORCI1 5808 T/T wild genotipte, 11 birey (%22,91) T/G heterozigot ve 16
birey (%33,33) de GG homozigot mutant genotipte tespit edilmistir. 32 birey (%
66,66) VKORC1 6009 C/C wild genotipte, 11 birey (%22,91) C/T heterozigot
genotipte ve Sbirey (%10,41) de T/T homozigot mutant genotipte tespit edilmistir.
15 birey (%31,25) CC VKORCI1 6484 wild genotipte, 16 birey (%33,33) C/T
heterozigot genotipte ve 17 birey (%35,41) de T/T homozigot mutant genotipte tespit
edilmistir. 15 birey (31,25) VKORCI1 6853 G/G wild genotipte, 16 birey (33,33) G/C
heterozigot genotipte ve 17 birey (%34.41) CC homozigot mutant genotipte tespit
edilmistir. 16 birey (%33,33) VKORCI1 7566 C/C wild genotipte, 16 birey (33,33)
C/T heterozigot genotipte ve 16 birey (%33,33) de TT homozigot mutant genotipte
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tespit edilmistir. 47 birey (%97.91) VKORCI1 8773 C/C wild genotipine sahip ve 1
birey (%2,08) C/T heterozigot genotipine sahip olarak tespit edilmis olup homozigot
mutant genotipte birey tespit edilmemistir. 27 birey (%56,25) VKORCI1 9041 G/G
wild genotipte, 15 birey (31,25) G/A heterozigot genotipte ve 6 birey (%12,5) de AA
homozigot mutant genotipte tespit edilmistir.

(Tablo 4.2.2. Tablo 4.2.4, Tablo 4.2.8. ve Grafik 4.2.3 ve Grafik 4.2.4.)
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Tablo 4.2.7: CYP2CO alt varyantlarin hasta ve kontrol gruplarinin genotiplerin ve
allellerinin sayisal olarak yorumlanmasi

Varyantlar Hasta (n) % kontrol(n) % P
CYP2C9*2 C>T CcC 39 % 81.25 45 %93.75
TT 0 3 % 6.25 0,073638
CT %18.75 0 % 0 p >0.05
C 87 % 90.62 93 % 96.88
T 9 %9.37 3 % 3.12
CYP2C9*3 A>C AA 42 % 87.5 38 % 79.16
CC 0 2 % 4. 16 0,1373948
AC 6 % 12.5 8 % 16.66 p >0.05
A 84 % 87.5 84 % 87.5
C 12 % 12.5 12 % 12.5
CYP2C9*4 T>C TT 48 100% 48 100%
CC %0 1
TC % 0 p >0.05
T 96 100% 96 100%
C 0 0
CYP2C9*5 C>G CC 47 % 97.91 48 100%
GG 0 %0 0 %0 1
CG 1 % 2.08 0 % 0 p >0.05
C 95 % 98.96 96 100%
G 1 % 1.04 0
CYP2C9*6 del A AA 48 100% 48 100% 1
0 %0 0 %0 p >0.05
A 96 100% 96 100%
0 0 % 0
CYP2C9*11 C>T CcC 48 100% 47 % 97.91
TT 0 %0 0 %0 1
CT 0 % 0 1 % 2. 08 p >0.05
C 96 100% 95 %98.95
T 0 1 % 1.04
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Tablo 4.2.8: VKORCI alt varyantlarinin hasta ve kontrol gruplarinin genotiplerinin
ve allellerinin sayisal olarak yorumlanmasi

Varyantlar Hasta (n) % kontrol(n) % P
GG 28 % 58.33 26 % 54.16
3673G>A AA 7 % 14.59 13 %27.08 0.763
GA 13 % 27.08 9 %18.75
G 63 %65.62 61 %63.54 p >0.05
A 33 % 34.37 35 %36.45
TT 21 %43.75 16 % 33.33
5808 T>G GG 16 %33.33 18 %37.5 0.31208
TG 11 %22.91 14 % 29.16 p >0.05
T 53 %55.20 46 %47.91
_ G 43 %44.79 50 %352.08
GG 15 %31.25 11 %22.91
6853 G>C CC 17 %34.41 12 %25.0 0.88513
GC 16 %33.33 24 %50.0 p >0.05
G 46 % 47.91 46 % 47.91
C 50 %352.08 50 %352.08
CC 32 %66.66 35 %72.91
6009 C>T TT 5 %10.41 0 % 0 0,1304269
CT 11 %22.91 13 %27.08 p >0.05
C 75 %78.12 83 %386.45
T 21 %21.87 13 %13.54
CC 11 %22.91 11 %22.91
6484 C>T TT 23 %47.91 23 %47.91 0.88513
CT 14 % 29.16 14 %29.16 p >0.05
C 46 %47.91 46 %47.91
T 50 %352.08 50 %352.08
CC 16 %33.33 12 %25.0
7566 C>T TT 16 %33.33 13 %27.08 0,885227
CT 16 %33.33 23 %47.91 p >0.05
C 48 % 50.0 47 %48.95
T 48 % 50.0 49 551.04 _
CC 47 %97.91 48 % 100.0
8773 C>T TT 0 0 % 0 0,48177
CT 1 %2.08 0 % 0 p >0.05
C 95 %98.95 96 %100 .0
B T 1 %1.04 0 % 0
GG 27 %56.25 21 % 43.75
9041 G>A AA 6 %12.5 7 %14.58 0,2779013
GA 15 %31.25 20 %41.66 p >0.05
G 69 %71.87 62 %64.58
A 27 28.12% 34 %35.41
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Tablo 4.2.9: Hasta ve Kontrol gruplarinin yas ve PSA ortalamalari

Hasta (n:48) kontrol (n:48)
Yas 71 68
PSA 37,63 2,1

PSA= Prostat spesifik antijen, n= hasta ve kontrol sayis1

Grafik 4.2.1: CYP2C9’un alt gruplarinin hasta grubunda elde edilen wild,
heterozigot ve mutant verilerin grafiksel olarak gosterimi
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Grafik 4.2.2: CYP2C9 alt gruplarmin kontrol grubunda elde edilen wild, heterozigot
ve mutant verilerin grafiksel olarak gosterimi
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Grafik 4.2.3: VKORCI’in alt gruplarinin hasta grubunda elde edilen wild,
heterozigot ve mutant verilerin grafiksel olarak gosterimi
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Grafik 4.2.4: VKORC1’in at gruplarinin kontrol grubunda elde edilen wil,
heterozigot ve mutant verilerin grafiksel olarak gosterimi
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5. TARTISMA

Diinyada Prostat kanseri erkeklerde en sik goriilen kanserler arasinda
dordiincii srradadir. (23) Prostat kanseri prostat bezinde meydana gelen hiicre
proliferasyonu ve hiicre 6liimii arasindaki dengenin bozularak, organda meydana
gelen malign hacim biiylimesi olarak tanimlanabilir. Prostat kanserleri prostat asiner

hiicrelerinden kaynaklanan adenokarsinomlardir. (34)

Gelismis tilkelerin verilerine gore, prostat kanseri tiim erkek kanserlerinin

%11’ini olusturmaktadir (143).

Prostat kanseri iilkeler arasinda farklilik gdsterir ve bunun nedeninin genetik,
cevresel faktorler ve etnik yapi cesitliliginden kaynaklandigi bilinmektedir (3).
Ornegin, ABD’de prostat kanseri %33 oranindadir (144). Giiney Avrupa Ulkeleri ile
karsilastirildiginda, Iskandinav iilkelerinde prostat kanseri bakimindan tan1 ve 6liim
oranlar1 daha yiiksektir. Prostat kanseri oran1 Norve¢’te Ispanya’dan iki kat daha
fazladir. Epidemiyolojik caligmalar, Afrika kalitimli erkeklerin Amerika’da yiiksek
prostat kanseri insidansina sahip oldugunu gdstermistir (23). Kuzey Amerika ve

Avrupa’da prostat kanseri riski Asya’dan daha fazladir (145).

Kanserin multifaktoriyel bir hastalik oldugu bilinmekle birlikte, bu faktorler
ile iliskisinin aydinlatilabilmesi i¢in, molekiiler ¢aligmalarin yapilmasina ihtiyag
duyulmaktadir. Bu agidan molekiiler biyoloji ve genetik alaninda yapilan calismalar
giiniimiizde daha c¢ok anlam kazanmaya baslamistir. Ozellikle, farmakogenetik
alaninda yapilan ¢alismalar ile kisiye 6zel ilaclar gelistirilerek ilacin yan etkileri en
aza indirgenmeye ¢alisilmaktadir. Ilaglarin biyotransformasyonuda Sitokrom P450
(CYP450) ailesi enzimleri dnemli bir rol oynamaktadir. Bu ilaglarin arasinda, kanser
tedavisinde kullanilan ilaglar da bulunmaktadir ve onlarin aktivasyon ve de
inaktivasyonlarindan CYP450 ailesi enzimleri sorumludurlar. CYP450 ailesi
enzimleri ayrica erkeklerin dnemli bir androjeni olan testosteronu da karaciger ve

prostatta inaktive etmektedirler (146).

Bu etkilerin yaninda CYP450 enzim sisteminin kanser olusum mekanizmasinda

rol aldig1 bazi calismalar ile gosterilmeye calisilmistir
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Ayrica kanser olusum mekanizmalarinda rolii olan ve vitamin K aktivasyonu

iizerinden etkili olan VKORCI geni de ¢alismamiza dahil edilmistir.

Bu iki parametreden birincisi olan CYP 2C9 geninin 30 adet allellinin
sikliklar1 etnik gruplar arasinda degismektedir. CYP 2C9*2 allelli beyazlarda
yaklasik olarak %10-12 iken Afrika kokenli Amerikalilarda daha azdwr. CYP2C9*1
disindaki alleller Asya kokenli olgularda nadirdir. CYP2C9*3 alleli daha az yaygin
olup, beyazlarda %8 iken, Afrika kokenli Amerikalilarda g6z ardi edilebilecek kadar
azdir (76).

CYP450 enzim sistemi ile 1lgili genlerde gozlenen polimorfizmler (SNP) sonucu
alt gruplar meydana gelmistir (83). SNP’ler sik olarak gende farkli allellerin
olugsmasia yol agarlar. CYP 2C9*2 ve CYP 2C9*3 kanserler acisindan en giiclii risk
faktorleri olarak kabul edilen iki alleldir (76).

Bugiline kadar gerceklestirilen ¢alismalarda CYP450 enzim ailesinin
karsinogenez iizerindeki bazi etkileri ortaya konulabilmistir. Ornegin, akciger kanseri
ile ilgili yapilan bir calismada, sigara igenlerde akciger kanseri riskinin periferik kan
lenfositlerindeki CYP1A1 ve CYP1B1’in indiiklenmesi sonucu gerceklestigi ortaya
konmustur (147). Ayrica diger bir calismada CYP2A13, CYP41Al gen
polimorfizmleri ile akciger kanseri arasinda anlamli bir iligki bulunmustur. (p=0.025)
(148)

CYP2C9 gen polimorfizmi ve kolorektal kanseri iligkisini arastirmak iizere
yapilan bir ¢alismada da anlamli bir iligski bulunmustur (p=0.0004) (149). Yine diger
bir calismada kolorektal kanserli hastalarda CYP1B1gen polimorfizmine bakilmis ve
onemli bir iliski oldugu tespit edilmis (150 ).

CYP2D6 gen polimorfizmi ile bir¢ok kanser iliskilendirilmistir. Bunlardan
bir tanesi meme kanseri olan ve yiiksek risk tasiyan hasta grubunda yapilan
calismaya gore meme kanseri ile CYP2D6 arasinda anlamli bir iligki bulunmustur.

(p<0.05) (151).

Bir baska ¢alismada meme kanserinde CYP2C19*3 polimorfizmine bakilmis
ve meme kanseri arasinda énemli bir baglant1 oldugu ileri siiriilmiistiir. (p = 0.003)

(152).
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Bir¢ok ¢alismada CYP ve alt gruplar1 ile kanser vakalar1 arasindaki
polimorfizm ¢aligmalar1 genelde anlamli sonug verse de, istatistiksel olarak anlamli
olmayan ¢aligmalar da bulunmaktadir. Ornegin CYP2E1 ile agiz kanseri arasinda bir
iligki olabilecegi diisliniilmiis ve bununla ilgili bir ¢alisma yapilmis olup, bu
calismada CYP2EI ile agiz kanseri arasinda 6nemli bir iliski bulunamamistir (153).

Prostat kanseri etiyolojisi ile CYP450 enzim sisteminin iliskisinin arastirildigi
bir calismada CYP3A4 polimorfizmine bakilmistir (154). Bilgimiz dahilinde,
CYP2C9’un prostat kanseri olusumundaki rolil ile ilgili simdiye kadar herhangi bir
calisma sonucu yaymlanmamistir.

Ayni sekilde simdiye kadar VKORCI1 gen polimorfizmleri ile prostat kanseri
arasindaki iliskiyi arastiran herhangi bir ¢alisma da yapilmamustir.

VKORCI1 geni vitamin K’nin metabolizmadaki roliine bagli olarak damarda
koagiilasyon kaskatinda ¢ok onemli bir rol oynamaktadir ve kan akimimdaki rolii
vasitasiyla anjiogenezde (damarlagsmada) yakindan ilgili oldugu bildirilmistir (155).
Bu sekilde yeni kanser olusumu siirecinde kanser hiicrelerinin anjiogenezinde rol
oynadigini diisiintilmiistiir. Vitamin K’nin baska mekanizmalar iizerinden antikanser
ozelligi oldugu ile ilgili ¢caligmalar da bulunmaktadir (111). Ayrica literatiirler de
serum vitamin K’smin K1 formunun prostat kanseri riskini azalttig1 bildirilmistir
(122).

K vitamini agisindan zengin gidalar ile beslenen bireylerde prostat ve akciger
kanserine yakalanma riski K vitamini acisindan diisiik seviyeli besinlerle
beslenenlerden daha diistiktiir (131). Bir bagka ¢alismada K vitamini alimi ile genel
kanser ve Oliimler arasinda ki iligki arastirilmis, vitamin K’ nin genel kanser riskini de
azalttigi ileri stiriilmus (122).

Yapilan bir diger c¢alismada VKORCI1 geni ve alt varyantlarnin
polimorfizmlerinin hepatoseliiler karsinomda 6nemli bir rol oynadig1 bildirilmistir
(156).

VKORCI alt grubundaki gen polimorfizmi caligmalar1 sonucunda akciger
kanserli bireylerde VKORCI1 alt grup polimorfizmlerinin 6nemli oldugu
bildirilmistir (157).

Tiim bu bilgiler 151¢81inda CYP2C9’un alt varyantlarinin (*2,%3,%4,*5,*%6 ve*11
ve VKORC1’in alt varyantlarmin (VKORCI1 3673, 5808, 6484, 6853, 7566, 8773,
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9041 ve 6009) prostat kanseri ile iliskili olabilecegi varsayimai lizerine, ¢alismamizda
CYP2C9 ve VKORCI1 polimorfizmlerini arastirdik.

Yaptigimiz ¢alismada CYP2C9 alt gruplart icin kontrol ve hasta gruplari
arasinda birbirine gore farklilik gdsteren sonuglarimizdan;

CYP2C9*2’nin genotipleri bakimmdan kontrol grubunda % 93.75 C/C
wildtip, % 6.25 T/T mutant ve % 0 oraninda C/T heterozigot genotipte bireyler
bulunurken hasta grubumuzda % 81.25 C/C wild tip, %18.75 C/T heterozigot
genotip ve % 0 oraninda da T/T mutant genotipte bireyler bulunmustur. Istatistiksel
olarak anlamli bulunmamasima ragmen, sonuglarimizin yiizdeleri karsilastirildiginda
onemli fark goriilmiistiir.

CYP2C9*3’ilin genotiplerine baktigimizda kontrol grubunda % 79.16 A/A
wild tip, % 16.6 A/C heterozigot ve % 4.16 C/C mutant genotipte bireyler elde
edilirken hasta grubunda % 87.5 A/A wild tip, % 12.5 A/C ve % 0 oraninda da C/C
mutant genotip tespit edildi. Yine bu sonuglarda da ylizde olarak onemli fark
goriilmektedir.

CYP2C9*4, CYP2C9*5, CYP2C9*6 ve CYP2C9*11 genotiplerinin oranlar1
ise hasta ve kontrol grubunda birbirine yakin olarak tespit edildi.

Burada hasta ve kontrol grubunun kisitlilig1 g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Tiirk toplumunda veya baska bir popiilasyonda buna benzer herhangi bir
calisma bulunmadigindan, heniiz verilerimizi karsilastirma imkanimiz olmamistir.

Diger bir parametremiz olan VKORCI alt gruplarinin genotipleri analiz
edildiginde kontrol ve hasta gruplar1 arasinda birbirine gore farklilik gosteren
sonuc¢larimizdan;

VKORCTI alt grubu 3673’iin genotiplerine baktigimizda % 16.6 G/G wild tip,
% 18.75 G/A heterozigot ve % 27.08 A/A mutant genotip’de bireyler tespit ettik.

Hasta grubumuzda ise %58.33 G/G wild tip, %14.59 G/A heterozigot, ve %
27.08 A/A mutant genotipte bireyler tespit ettik. Istatistik sonucumuzda p>0.05
olarak tespit edildi. Istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulamamis olmamiza
ragmen, hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki genotip yiizdeleri arasinda énemli bir
farklilik oldugu tespit edildi.

VKORCI1 5808’in genotipleri i¢in kontrol grubunda % 33.33 oraninda T/T
wild tip, % 29.16 oraninda T/G heterozigot ve 37.5 oraninda G/G mutant tip
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genotipte bireyler tespit edildi. Buna karsin hasta grubunda % 43.75 oraninda T/T
wild tip, % 22.91oraninda T/G heterozigot ve % 33.33 oraninda da G/G mutant tipte
bireyler elde tespit edildi. Yine ayn1 sekilde bu alt grup polimorfizminde de istatistik
sonucumuz anlamli sonu¢ bulunmadi, fakat hasta ve kontrol yiizdeleri
karsilastirildiginda 6nemli fark oldugu gorildi.

VKORCI1 6484° in sonuglarimizi analiz ettigimizde kontrol grubunda %
22.91 oraninda C/C wild tip, 29.16 oraninda C/T heterozigot ve % 47.91oraninda
T/T mutant tip genotipte bireyler tespit edilirken hasta grubunda % 31.25 oraninda
C/C wild tip, % 33.33 oraninda C/T heterozigot ve % 35.41 oraninda T/T mutant
tipte genotipler tespit edilmistir. Buradaki sonuglara gére de p>0.05 olarak bunmus
istatistiksel olarak sonucumuz anlamli bulunmamigtir. Ornek sayimizin az olmasina
ragmen genotip ylizdelerinde farklilik oldugu tespit edilmistir.

VKORCI1 6853’iin genotip sonucglarina baktigimizda kontrol grubunda % 25
oraninda G/G oraninda wild tip, % 50 oraninda G/C heterozigot ve % 25 oraninda
C/C oraninda da mutant tip genotipe sahip bireyler tespit edildi ve hasta grubunda ise
% 31.25 oraninda G/G oraninda wild tip, % 33.33 oraninda G/C heterozigot ve %
3441 C/C oraninda da C/C mutant tipte genotipe sahip bireyler elde edilmistir.
Istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulamamis olmamiza ragmen, hasta ve kontrol
gruplar1 arasindaki genotip yiizdeleri arasinda Onemli bir farklilik oldugu tespit
edilmistir.

VKORCI1 7566’nin analiz sonuglarina gore kontrol grubunda % 25 oraninda
C/C wild tip, % 47.91 oraninda C/T heterozigot ve % 27.08 oraninda da T/T mutant
tipte genotipler elde edilmistir. Hasta grubunun analizinde ise % 33.33 oraninda C/C
wild tipte, % 33.33 oraninda C/T heterozigot tip ve % 33.33 oraninda da T/T mutant
tipte bireyler tespit edilmistir. Istatistik sonucumuzda p>0.05 olarak tespit edildi.
Buradaki sonuglara gére de p>0.05 olarak bunmus istatistiksel olarak sonucumuz
anlamli bulunmamistir. Yine 6rnek sayimizin azligma ragmen genotip yiizdelerinde
farklilik oldugu tespit edilmistir.

VKORC1 9041’in genotiplerini inceledigimizde kontrol grubunda % 43.75
oraninda G/G wild tip, % 41.66 oraninda G/A heterozigot tip ve % 14.58 oraninda
A/A mutant tip genotipe sahip bireyler elde edilmistir. Hasta grubunda ise % 56.25
oraninda G/G wild tip, % 31.25 oraninda G/A heterozigot tip ve % 12.5 oraninda da
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A/A mutant tip genotipte bireyler tespit edilmistir. Istatistik sonucumuzda p>0.05
olarak tespit edildi. Yine ayni sekilde bu alt grup polimorfizminde de istatistiksel
sonucumuz anlamli ¢ikmadi ama hasta ve kontrol ytizdeleri karsilastirldiginda fark
oldugu goriildii.

VKORC16009’un genotip incelenmesinde kontrol grubunda %72.91 oraninda
C/C wild tip, % 27.08 oraninda C/T heterozigot tip ve % 0 oraninda da T/T mutant
tipe sahip bireyler tespit edilirken, hasta grubundaysa % 66.66 oraninda C/C wild
tipte, % 22.91 oraninda C/T heterozigot tip ve % 10.41 oraninda da T/T mutant tipte
genotipe sahip bireyler tespit edilmistir. Istatistik sonucumuzda p>0.05 olarak tespit
edildi. Istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulamamis olmamiza ragmen, hasta ve
kontrol gruplar1 arasindaki genotip yiizdeleri arasinda dnemli bir farklhilik oldugu
tespit edildi.

Ileride daha kapsamli ve genis bir calisma grubu ile yapilacak molekiiler
calismalar 15131nda CYP2C9 ve VKORCI genlerinin alt gruplari ile prostat kanseri

etyolojisi arasindaki iliskinin daha da anlasilmasi miimkiin olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Hasta ve kontrol grubunun sayisal azligi calismamizin zayif tarafini
olusturmakla birlikte ve halen literatiirde ¢calisma icin secilen hasta grubu {lizerinde
CYP ve VKORCI polimorfizmleri agisindan, benzer bir calisma olmamasi
sonuglarimizi yorumlamakta zorluk olustursa da, boyle bir ¢alismanin ilk olarak

yapilmis olmasi bir avantaj olarak goriilebilir.

Sonug olarak diyebiliriz ki, bu konu ile ilgili ¢caligmalarin devami kanser

etiyolojisinin aydinlatilmasi agisindan faydali olacaktir.
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