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OZET
PROLAKTINOMALI HASTALARDA p16 VE MDM2 GEN POLIMORFiZMLERININ
TUMOR OLUSUMU VE HASTALIK iIZLEMINDE ROLU
Giris ve Amag: Prolaktinomanin gelisim basamaklar1 kesin olarak bilinmemekle birlikte, erken
yaslarda mutasyona ugrayan bir hipofizer kok hiicrenin uygun ortamda degisik uyaranlarla
karsilasarak proliferasyona ugramasi sonucu olustugu disiiniilmektedir. Bu c¢alismada pl6
(540C—>G ve 580C—T) ve MDM2 (SNP309T—G) gen polimorfizmlerinin tumor
patogenezindeki roll ve hastaligin Klinik parametreleri ile iligkisi arastirilacaktir.
Gere¢ ve Metod: Calismaya 74 prolaktinoma hastasit ve yas ve cinsiyet uyumlu 100 saglikli
gonullt dahil edildi. Serum prolaktin dizeyleri enzim bagli immiinosorbent yontemi ile 6lguldu.
Elde edilen DNA drneklerinden p16 ve MDMZ2 gen polimorfizmleri polimeraz zincir reaksiyonu-
restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi ve jel elektroforezi teknikleri kullanilarak incelendi.
Bulgular: Prolaktinomali hastalarda p16 540C—G polimorfizmine ait CC genotipi %66,2, CG
genotipi %28,4, GG genotipi ise %5,4 saptandi. pl6 580C—T polimorfizminde CC genotipi
%82,4, CT genotipi %17,6 saptandi, TT genotipi tasiyan hasta saptanmadi. MDM2 gen
polimorfizminde ise TT genotipi %31,1 TG genotipi %47,3 ve GG genotipi %21,6 olarak saptandi.
Tedavi Oncesi tlimor boyutu tedavi oncesi prolaktin diizeyiyle iyi derecede iliskili iken (p<0,001
r=0,719), prolaktin azalmasiyla orta derecede iliskili oldugu gosterildi (p=0,034 r=0,256). Tedavi
sonrasi tiimor boyutu ise tedavi 6ncesi prolaktin diizeyi ile iyi derecede iliskili bulundu (p<0,001
r=0,569). Makroadenomlu hasta grubunda pl6 polimorfizmlerinin her ikisinde de CC genotipi
(homozigot dogal tip) daha sik goriilmekle birlikte bu fark istatistiksel anlamlilifa ulagsmadi.
MDM2 polimorfizminde homozigot (TT+GG) genotip tasiyanlarda tiimor boyutunda %50’den
fazla azalma gosteren hasta sayis1 heterozigot (TG) genotip tasiyanlara gore anlamli olarak yiiksek
saptandi (p=0,003, OR: 0,18, CI: 0,06-0,58). Bunun disinda p16 ve MDM2 gen polimorfizmleri ile
prolaktinomanin klinik parametreleri arasinda anlamli bir iliski saptanmadi.
Sonug: Bu c¢alismada pl6 ve MDM2 gen polimorfizmleri ile prolaktinoma olusumu iliskili
bulunmazken, baz1 genotiplerin klinik parametrelerle iliskili olabilecegi gosterilmistir.
Prolaktinomada prognostik belirtegler ve yeni tedavi segenekleri gelistirebilmek igin timor
olusumunda ve izleminde rolii olan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasina katki saglayacak
genis capli ileri caligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Anahtar Sozcukler: Prolaktinoma, p16, MDM2, Polimorfizm



ABSTRACT
THE ROLE OF p16 AND MDM2 GENE POLYMORPHISMS IN TUMORIGENESIS
AND FOLLOW-UP CHARACTERISTICS OF PROLACTINOMA
Background and Aim: Prolactinomas are thought to arise from the proliferation of a mutated
pituitary stem cell which is subjected to the growth stimuli of several permissive factors, although
the pathogenetic mechanisms underlying the tumorigenesis still remain unclear. The present study
aimed to investigate the role of p16 (540C—G and 580C—T) and MDM2 (SNP309T—G) gene
polymorphisms in tumorigenesis and follow-up characteristics of prolactinoma.
Material and Method: 74 patients with prolactinoma and age- and gender-matched healthy
subjects were enrolled in the study. Serum prolactin levels were measured by enzyme linked
immunosorbent assay. DNA was extracted from peripheral blood samples then p16 and MDM2
polymorphisms were determined by polymerase chain reaction-restriction fragment polymorphism
and agarose gel electrophoresis.
Results: p16 540C—G genotype distribution was found as CC: 66.2%, CG: 28.4%, GG: 5.4%;
pl6 580C—T genotype distribution was found as CC: 82.4%, CT: 17.6%, TT: 0% and MDM?2
genotype distribution was found as TT: 31.1%, TG: 47.3%, GG: 21.6% in patients with
prolactinoma. Tumor diameter before treatment was correlated with prolactin levels before
treatment and percentage of prolactin decrease with treatment (p<0.001 r=0.719, p=0.034 r=0.256,
respectively). Tumor diameter after treatment was correlated with prolactin levels (p<0.001
r=0.569). CC genotype (homozygote wild type) frequency is higher without statistical significance
in both p16 540C—G and p16 580C—T polymorphisms among prolactinoma patients. The number
of patients with tumor size decreased more than 50% in homozygous genotype (TT+GG) carriers
of MDM2 SNP309T—G is significantly higher than in heterozygous genotype (TG) carriers
(p=0,003, OR: 0,18, CI: 0,06-0,58). However, other than that, no significant association was found
between characteristics of prolactinoma and p16, MDM2 gene polymorphisms and alleles.
Conclusion: This study showed that p16 and MDMZ2 polymorphisms do not play an important role
in tumorigenesis, but some genotypes of these polymorphisms could be associated with follow-up
characteristics of prolactinoma. Further studies are needed to clarify the underlying mechanisms of
the tumorigenesis in order to define prognostic factors and facilitate appropriate treatment choices
for patients with prolactinoma.

Key Words: Prolactinoma, p16, MDM2, Polymorphism
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1. GIRIS ve AMAC

Prolaktin sekrete eden hipofiz adenomlar1 fonksiyonel hipofiz tiimorleri arasinda en sik
rastlanan adenomlar olup tahmini prevelansi: 100/milyondur. Prolaktinomalarin nasil gelistigi kesin
olarak bilinmemekle birlikte, erken dénemde mutasyona ugrayan bir hipofizer kok hiicrenin uygun
ortamda degisik uyaranlarla karsilasmasi sonucu proliferasyona ugrayarak tiimore yol agtigi
distiniilmektedir. Tiimor olusumunda somatik hiicre mutasyonlar1 6nemli role sahip olsa da
timorogenezisin birden fazla genetik ve epigenetik faktoriin etkisiyle, kalitsal veya edinsel
mutasyonlarin somatik hiicrelerde birikimi sonucu ¢ok asamali bir siirecte meydana geldigi

distiiniilmektedir.

Hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarindaki islevsel degisiklikler, hiicrelerin ¢ogalma ve
farklilasmasinda etkili olmaktadir. Bu kontrol noktalarinin diizenlenmesinde, dongii basamagina
gore duzeyleri artan ve azalan siklin proteinleri esas rolu Ustlenmektedir. Siklinlerin sentez ve
yikimlari, kendisine baglanan ve diizeyi hiicre donglisii boyunca degismeyen siklin bagiml
kinazlar (CDK) ve bu olusumu inhibe eden siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CKI) ile
denetlenmektedir. Timor gelisiminin, CDK ve CKI ailelerinde olusan genetik polimorfizm ve
hasarlar sonucu, kontrol edilemeyen hicre c¢ogalmasi ve farklilagsmasiyla olustugu
diistiniilmektedir. Bu polimorfik/genetik hasar ve degisiklikler DNA onarim kapasitesini
etkileyerek kanser riskini arttirabilen baslica genetik faktorlerdir. Genomda binlerce aday
polimorfik genin bulunmasi, genomunda bu farkliliklar: tasiyan kisilerin kanser gelisimine olan

duyarlhliklarinin etkilenebilecegini diisiindiirmektedir.

pl6 (CDKN2A, MTS-1, INK4a) CKI ailesinin bir tyesidir. p16 gen drunleri CDK4 ve
CDKG6 siklin bagimli kinaz proteinlerine baglanip, bu proteinlerin siklin D1 ile aktif siklin D1-
CDK kompleksi olusturmasma engel olarak hiicre dongtstni durdurur. Onemli bir timor
baskilayici gen olan p16’nin inaktivasyonu hiicre ¢ogalmasini artirir ve tiimor olusumuna katkida
bulunur. p16’nin kodlanma ve 3’UTR (“untranslated region”, kodlanmayan bolge) bolgelerindeki

polimorfizmlerinin kanser gelisimi ve prognozu ile iligkili oldugu daha dnce bildirilmistir.

MDM2 geni, p53 proteininin negatif dizenleyicisidir ve MDM2 proteini p53°e direkt
baglanarak lokalizasyonunu, stabilitesini ve aktivitesini etkiler. p53, hiicre bélinmesini inhibe

ederek normal hiicre biiylimesinde 6nemli bir role sahip olan hiicre dongiisii kontrol elemanidir.
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DNA hasarinda hiicre boliinmesini durdurur ve hasar tamir mekanizmalarinin devreye girmesinde
rol oynar. Hasar bilyiikse hiicreyi programli hiicre dliimiine gotiiriir. p53 ve MDMZ2 genlerinde
meydana gelebilecek bazi modifikasyonlar bu iki genin {iriinleri arasindaki etkilesimi bozabilir.
MDM?2 geninin tiimor olusturma potansiyeli, insan timdrlerinde asir1 ekspresyonun gosterilmesi
ile belirlenmistir. MDM2 geninin asir1 ekspresyonu, p53 proteininin yikimi artirarak hiicre dongiisii
kontroll ve apopitoz indiikleme islevlerini bozar boylece tiimdr olusumuna katkida bulunur. Ayrica
MDM2 asir1 ekspresyonunun p53°ten bagimsiz olarak tiimdr olusumuna direkt etki edebilecegi de
diistiniilmektedir. MDM2 promotor bolgesi polimorfizminin bir¢ok kanser tipiyle iliskili oldugu

gbozlemlenmistir.

Timor olusumuna katkilart nedeniyle, hiicre dongisini dizenleyen bu proteinlere ait
genlerde saptanan polimorfizmleri ve bunlarin goriilme sikliklarini arastiran ¢aligmalar glinimuzde
giderek 6nem kazanmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda, p16 ve MDM?2 gen ekspresyonlari
hipofizer timorlerde gosterilmis olmakla beraber, bu iki gen polimorfizminin prolaktinoma ile

iligkisini inceleyen bir ¢alisma heniiz bulunmamaktadir.

Prolaktinomalar dopamin agonistleri ile efektif olarak tedavi edilebilmelerine ragmen, %20
hastada dopamin rezistansi varligi, baz1 vakalarda operasyon sonrasi tiimor rekiirrensi goriilmesi,
cogunlukla benign histopatolojik 6zellige sahip olmalarina karsin agresif tiimorlerin nasil gelistigi

heniiz tam olarak anlagilamamustir.

Bu calismada, prolaktinoma etiyopatogenezinde p16 ve MDM2 polimorfizmlerinin rolu ve
Klinik parametrelerle iliskisi ele alinacaktir. Calismanin, tiimor davranisindaki farkliliklarin
anlasilmasi, hastalik prognozunu belirleyebilecek yeni parametreler tanimlanabilmesi ve etkin
tedavi secenekleri gelistirilebilmesi igin aydinlatilmasi gereken timor etiyopatogenezinin
anlagilmasina katkida bulunacagi ve konuyla ilgili yapilacak diger calismalara 151k tutacagi

diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. PROLAKTINOMA

Hipofiz, beyin tabaninda yer alan, metabolizma, biiylime, gelisme ve tireme sistemlerini de
iceren birgok sistemi salgiladigi hormonlar araciligr ile kontrol eden endokrin bir bezdir. Hipofiz
adenomlari en sik goriilen intrakranyal lezyonlardir ve hipofiz bezindeki tiimoral olusumlarin cogu
adenom yapisinda olup 6n hipofizden kaynaklanmaktadir (1). Prolaktinomalar, prolaktin salgilayan
laktotrop hiicrelerden gelisen, biiyiik cogunlugu benign karakterde olan ve %40 goriilme sikligi ile
hipofiz adenomlarinin biiylik ¢gogunlugunu olusturan fonksiyonel timorlerdir Mikroadenomlar (<1
cm) kadinlarda sik goriiliirken, daha nadir rastlanan makroadenomlar (>1 cm) erkeklerde daha
yaygin olarak goriiliir (2). Erkeklerde tan1 anindaki ortalama yas, cinsel istekte ve/veya cinsel glcte
azalma gibi semptomlarin erkek hastalarin ¢ogu tarafindan yillarca ciddiye alinmamasi gibi
nedenlerle kadinlardan 10 yil daha ileridir (3, 4). Makroadenomlarin erkeklerde daha sik goriilmesi

tanidaki bu gecikme ile iliskilendirilmistir (5).

Prolaktinomalarin nasil gelistigi kesin olarak bilinmemekle birlikte, erken yaslarda
mutasyona ugrayan hipofizer bir kok hlicrenin uygun ortamda birden fazla genetik ve epigenetik
faktorin etkisi sonucu proliferasyona ugrayarak tiimore yol agtigi diistinilmektedir (6).
Prolaktinomalarin ¢ogu sporadiktir ancak nadir olarak bazi ailesel sendromlarm bir komponenti

olarak da karsimiza ¢ikabilmektedir.
2.1.1. EPIDEMIYOLOJIi

Prolaktinomalar hipofiz adenomlarinin yaklasik %40’m1 olusturmaktadir. Erigkinlerde
tahmini prevelansi 100/milyon dur. Prolaktinoma yaygin olarak 20-50 yas arasinda goriiliir ve
kadin erkek orani 10:1°dir (7). Besinci dekattan sonra prolaktinoma sikligi kadin ve erkeklerde
aymidir (8). Pediatrik ve addlesan yas grubunda prolaktinoma ¢ok nadir olarak goérullr ve
intrakranyal tiimorlerin %2’sinden daha azini olusturur (9). Dev prolaktinoma terimi ise >40 mm
boyutunda ve/veya masif ekstrasellar uzanimi olan, tedavi edilmesi zor, genelde ylksek serum
prolaktin (>1000 ng/ml) diizeyi ile iliskili nadir gériilen adenomlar i¢in kullanilmaktadir (10).
Prolaktinomalar, MEN-1 tanili hastalarda en sik goriilen hipofizer timdr histotipidir ve bu

hastalarda sporadik tiimorlere gore daha agresif seyretmektedir (11).



2.1.2. KLINIK OZELLIiKLER

Prolaktinomada goriilen klinik belirtilerin  ¢ogu hiperprolaktinemi ile iliskilidir.
Hiperprolaktinemi GnRH sekresyonunu inhibe ederek, LH ve FSH salinimini duraksamasina ve
buna bagli olarak gonadal steroidogenezisin azalip sekonder hipogonadizm gelismesine neden olur
(12). Hiperprolaktinemiye bagli baslica klinik bulgular kadinlarda galaktore, amenore-
oligomenore, sekstiel disfonksiyon, infertilite, kilo artigi, osteopeni veya osteoporoz ve addélesan
cagda gecikmis pubertedir. Erkeklerde ise libido kaybi, erektil disfonksiyon, infertilite,
jinekomasti, kemik mineral yogunlugunda azalma ve ad6lesan ¢agda puberte gecikmesidir. Blyik
timorlerde ise hipofizer diger hiicrelerin harabiyeti ve hipotalamo-hipofizer sapin basisina bagh
olarak hipopituitarizm bulgular gorilebilir. Ayrica optik kiazma ve beynin diger béliimlerine basi
yapan tiimorlerde degisen derecelerde géorme bozukluklari, bas agris1 ve felg gibi belirtiler de
gorulebilmektedir. Tan1 gecikmesine bagli olarak erkeklerde gorme bozukluklar1 ve norolojik

semptomlar daha 6n plandadir (4, 6).
2.1.3. TANI VE TEDAVI
2.1.3.1. TANI

Prolaktinoma tanis1 klinik olarak degerlendirilip hiperprolaktinemi varliindan
sliphelenilen hastalarda laboratuvar bulgularinin taniy1 desteklenmesi, sekonder nedenlerin
diglanmas1 ve pituiter adenomun radyolojik olarak gosterilmesi ile konulmaktadir. Normal
prolaktin seviyeleri kadinlarda 25 ng/mL, erkeklerde ise 20 ng/mL’nin altindadir. Dopamin
etkisinin engellenmesine bagl prolaktin artiglart hafif orta diizeyde olup 150 ng/mL
gecmemektedir. Bunun {izerindeki prolaktin degerleri prolaktinoma ag¢isindan mutlaka
arastirilmalidir. Hiperprolaktinemi tespit edildiginde, buna yol agabilecek ilag anamnezi basta
olmak Uzere tiim olas1 sekonder nedenler ekarte edilmelidir. Diger hipofiz tiimérleri hipofiz sap
basist yaparak hiperprolaktinemiye neden olabileceginden ayirict tamida géz Oninde
bulundurulmali ve hastalarda tiim hipofiz hormonlar1 degerlendirilmelidir. Prolaktinomada genel

olarak tiimor ¢api prolaktin seviyesi ile paraleldir (6).

Prolaktinoma tanisinda yalanci hiperprolaktineminin ayirici tanist olduk¢a Onemlidir.
Prolaktin hormonu ile 1gG antikorunun olusturdugu “makroprolaktin” kompleks bilesigi biyolojik
olarak aktif degildir ve kandan temizlenmesi oldukga zordur. Makroprolaktin serum prolaktin



diizeyinin yaklasik %20’sini olusturur. Rutinde kullanilan analiz yontemlerinin bir kismi bu
kompleksi ayirt edememektedir. Bu ayirim i¢in kullanilan en pratik yontem, polietilen glikol
presipitasyon yontemidir (13). Prolaktin duzeyi tayininde bir diger handikap, buyik volumli
prolaktinomalarda Uretilen fazla miktardaki prolaktin hormonuna karsi antikor gelismesi ve bazi
analiz yontemleriyle gercek prolaktin diizeyinin hatali olarak diisiik 6l¢iilmesidir. Bu sorunu agsmak

icin 1:100 oraninda diliisyon yapilmali veya antikor yikama yontemleri kullanilmalidir (14).

Hiperprolaktinemisi olan hastada olas1 diger nedenler dislandiktan sonra, yapilmasi
gereken tetkik hipofizin gadoliniumlu manyetik rezonans gorintilemesidir (MRG). Kontrastli
bilgisayarli tomografi 6zellikle mikroadenom tanisinda MRG’den daha az efektif oldugundan,
ancak MRG kontrendikasyonu varliginda veya MRG’ye ulasilamayan durumlarda bagvurulacak
bir yontem olmalidir (15). Normal popiilasyonda mikroadenom insidansi %10’dur ve MRG’de
kitle saptanmamasi, mikroadenomun varhigmi dislamamaktadir (16). Hipofiz MRG’de Kkitle
saptandiginda, hipofiz sap1 basisina neden olabilecek diger kitleler de hiperprolaktinemiye neden
olabileceginden, prolaktinoma digi hipofizer kitleler de ayirici tanida g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Patolojik inceleme ile kesin tan1 koyulmasi pratikte bagvurulan bir uygulama
olmadigindan, tedaviden taniya gidilmelidir. Boyle hastalara birkag ay sureyle medikal tedavi

baslanarak, seri serum prolaktin élgtimleri izlenebilir (17).

Prolaktinomal1 hastalarin tedavisinde Oncelikli amag; prolaktin diizeylerini normale
getirmek, gonadal disfonksiyonlar1 diizeltmek ve fertiliteyi saglamak, timor boyutunu kigtltmek,
varsa gorme alani kayb1 ve kranial sinir felglerini diizeltmek ve hipofiz fonksiyon bozukluklarini
gidermektir. Ayrica galaktorenin kesilmesi, kemik mineral yogunlugunun korunmasi, metabolik
sendrom ve hiperandrojenizm komponentlerinin diizeltilmesi tedavinin diger dnemli noktalarini
olusturmaktadir. Bu amaglarla hastalara medikal tedavi, cerrahi tedavi ve radyoterapi

uygulanmaktadir.
2.1.3.2. MEDIiKAL TEDAVi

Hiperprolaktinemi ve prolaktinomalarin primer tedavisi medikaldir ve siklikla
bromokriptin ve kabergolin gibi dopamin agonistleri kullanilirken, nadiren pergolid ve quinagolid
gibi dopamin agonistleri de tercih edilebilmektedir. Direncli veya ilaci tolere edemeyen vakalarda
bu ilaclar arasindan tercih yapilabilir. Kabergolin; hasta uyumu, prolaktin diizeyini diislirme,

gonadal fonksiyonlarin yenilenmesi ve timdr hacmini kiigiiltme etkinligi gibi 0zellikleri
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bakimindan bromokriptinden {istiin olarak gosterilmekte ve birinci basamak medikal tedavide
oncelikli olarak tercih edilmektedir (15).

0,125-1,0 mg haftada iki kez uygulanan kabergolin tedavisinin prolaktinomali hastalarin
biiyiikk ¢ogunlugunda prolaktin seviyelerinde normalizasyon sagladigi gosterilmistir (15). Aylik
periyotlarla kontrol edilen prolaktin diizeyi normale donene kadar doz artis1 yapilabilir. Haftalik
doz gereksinimi nadiren 3 mg’in lizerine ¢ikmaktadir. Bromokriptin tedavisine ise 0,625-1,25
mg/glin dozu ile baslanir, haftada bir giinliik doz 1,25 mg artirilarak 2,5 mg 2-3 doz /giin’e ulastlir.
Kademeli doz artis1 yan etkilerin tolerasyonunu artirmaktadir. En az 24 ay dopamin agonisti
tedavisine devam edilmeli, takip siresince serum prolaktin duzeylerine gore ilag dozu

ayarlanmalidir (3).

Mikroprolaktinomalarin yaklasik olarak %90-95°1 tedavisiz de biiyiime gdstermediginden,
tedavide amag¢ tumoriin biyimesini 6nlemek olmayip, gonadal fonksiyonlarin ve fertilitenin
saglanmasi olmalidir. Ancak uzun siiren medikal tedavilerin sonucunda mikroprolaktinomalarin
cogu kiiglilerek kaybolabilmektedir. Bazi olgularda prolaktin diizeyi normale dénmemesine
ragmen, gonadal fonksiyonlar diizelebilmektedir. Bu olgularda biyolojik yanitin 6n plana ¢iktigi

savunulmaktadir.

Makroprolaktinomada ise, dopamin agonistleri tedavisi altinda, %80 hastanin tumor
boyutunda %?25’ten fazla azalma ve hastalarin neredeyse tiimiinde prolaktin dizeyinde %50’den
fazla diisme gosterilmistir (6). TUmor boyutundaki azalma genellikle 1-2 haftada bazen birkag ay
sonra baglayip aylar hatta yillar boyu devam edebilmektedir. Timor boyutu tedaviden 2-3 ay sonra
MRG ile degerlendirilmeli ve takip araligi giderek uzatilmalidir. Medikal tedavinin, gorme
bozukluklarinda en az cerrahi tedavi kadar etkin oldugu gosterildiginden, gérme bozuklugu olan
hastalarda da eskisi gibi mutlak cerrahi endikasyon bulunmamaktadir. En az 24 ay siire ile prolaktin
diizeyi normal ve timor boyutu %50 oraninda azalmis olarak devam eden vakalarda, ila¢ dozu
azaltilabilir ve hatta ila¢ kesilebilir. Ancak bu hastalarda tiimoriin tekrar biiylime olasilig
bulundugundan, yakin izlem yapilmalidir. Eger prolaktinoma direncli ise tum dopamin agonistleri
maksimum dozlarina kadar denenmeli ve yine yanit alinamiyor ise cerrahi tedavi veya radyoterapi

alternatif olarak disiiniilmelidir (17).



2.1.3.3. CERRAHI TEDAVI

Medikal tedaviye yanit alinamayan ve gorme bozukluklarinda diizelme olmayan hastalar
prolaktinomalarin yaklasik %10’unu olusturmaktadir ve bu hastalara cerrahi tedavi 6nerilmektedir.
Hipofiz cerrahisi genellikle trans-sfenoidal yolla uygulanmakta olup, timér rekiirrensi sik goriiliir.
%75 oranla en yuksek basari, prolaktin diizeyi < 200 ng/mL olan mikroadenomlu hastalardadir
(18).

2.1.3.4. RADYOTERAPI

Prolaktinoma tedavisinde radyoterapi primer tedavi olarak kabul gérmemekte ve dopamin
agonistlerine cevapsiz, cerrahi ile kiir saglanamayan, nadir malign prolaktinomalarda tercih
edilmektedir. Radyoterapi, panhipopituitarizm, optik sinir hasari, norolojik hasar ve sekonder
beyin timori gelisimi gibi ciddi yan etkileri olan bir tedavi segenegidir (6). Kaverntz siniisteki
kranial sinirler radyorezistant oldugu igin kavernoz siniis invazyonu veya komsulugu olan tiimorler

radyoterapiye en uygun olan secilmis tumérlerdir (4).
2.2. TUMOR GELISIMINDE VE DAVRANISINDA MOLEKULER TEMELLER

TUmOr olusumu somatik mutasyon teorisine gore, ¢ok basamakli bir siiregte, birgok
karsinojenin (kimyasal, fiziksel, viral) etkisiyle olusan genetik ve epigenetik hasarlanmalarla
meydana gelmektedir. Bu hasarlanmalar; nokta mutasyonlari, DNA hasarinin onarim kapasitesini
etkileyen genetik degisiklikler (kromozom anomalileri veya polimorfizmler), gen amplifikasyonu,
genin yeniden dilizenlenmesi, gen metilasyonundaki degisimler ya da transkripsiyonel
diizenlemedeki degisiklikler ile olusabilir (19, 20). Polimorfizmler toplumda %1’den daha yiiksek
siklikta bulunan genetik ¢esitlilik tipi olarak tanimlanir ve kalitsal veya somatik mutasyonlardan
daha sik olarak tespit edilmektedir. Insan genomunda en ¢ok bulunan genetik gesitlilik tipi, tek

niikleotid polimorfizmleridir (SNP) (21).

Hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarindaki islevsel degisiklikler, hiicrelerin ¢ogalma ve
farklilagmasinda etkili olmaktadir. Tiimor gelisiminin, hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarinin
diizenlenmesinde esas roll Ustlenen CDK ve CKI ailelerinde olusan genetik polimorfizm ve
hasarlar sonucu, kontrol edilemeyen hiicre ¢ogalmast ve farklilasmasiyla olustugu
diistiniilmektedir. Bu polimorfik/genetik hasar ve degisiklikler DNA onarim kapasitesini

etkileyerek kanser riskini arttirabilen baslica genetik faktorlerdir. Genomda binlerce aday



polimorfik genin bulunmasi, genomunda bu farkliliklar1 tagiyan kisilerin kanser gelisimine olan
duyarhiliklarinin etkilenebilecegini diisiindiirmektedir (22).

Biitiin etkenler géz oniinde tutuldugunda timorogenezis ve tiimor davranig 6zelliklerinin
ortaya konmasi ve arastirilmasi igin Oncelikle hiicre boliinme dongiisiiniin  anlasilmasi
gerekmektedir.

2.2.1. HUCRE DONGUSU VE KONTROL NOKTALARI

ki mitotik boliinme arasindaki periyod “hiicre dongiisii” olarak adlandirilir. Hiicre
dongiisiiniin en temel fonksiyonu, kromozomda bulunan DNA’y1 iki katina ¢ikarmak ve genetik
olarak birbirinin ayn1 olan yavru hiicreler olusturmaktir. Hulcre dodngiisinde proliferasyon,
farklilagma ve apoptozis gibi temel hiicresel fonksiyonlar diizenlediginden organizmadaki hemen

her tiir fizyolojik veya patolojik durumda hiicre dongiisii kritik bir 6neme sahip olmaktadir.

Hiicre dongustnun merkezinde CDKlar ve siklin proteinleri yer almakta olup, donguniin
Gl, S, G2, M fazlarina gegisini dizenlemektedirler. Hiicre dongiisii boyunca kontrol noktalar
(KN) bulunmaktadir. Bu kontrol noktalarinda hiicrenin déngiliye devam edip etmeyecegine karar

verilir ve dongii boyunca genom biitiinliigiiniin devami1 kontrol edilir (Sekil 1).

GI/SKN

G2/MKN

Sekil 1: Hiicre Dongiisii ve Ana Kontrol Noktalar1 R: kisitlama noktasi, S: sentez, M: mitoz,

KN: kontrol noktasi (23)



G1, DNA replikasyonu i¢in hazirliklarin yapildigi fazdir ve hiicresel biiylime artirici ve
azaltic1 uyarilarla hiicre dongiisliniin baglamas1 kontrol edilir. Biiylime uyarilarinin varliginda R
noktasina (“restriction point”, kisitlama noktasi) gecilir. Hiicrenin boliinmesine veya dongii disinda
duragan faz olan GO fazina gegis bu fazda kontrol edilir. G1/S KN, G1 fazindan S fazina gecisi
kontrol eder ve DNA hasarmin ana kontrol noktasidir (Sekil 2). DNA replikasyonu S (sentez)
fazinda gerceklesir. S KN’de, DNA replikasyonu tamamlanamadiginda veya DNA hasari
varliginda S fazinda dongli durdurulur. G ise mitotik faza (M) hazirliklarin yapildigi gegis
donemdir. G2/M KN’de, DNA replikasyonunun uygunlugu ve DNA hasar1 kontrol edilir. M KN
ig iplik¢iklerinin olusumu ve uygunlugu kontrol edilir (“spindle checkpoint™) (24).

Dig sinyaller (BuyUme fakidrieri ve integrinier)

MYC, RAS ve dijer genler DNA hasan, hiicresel stres
Sikiin D
Geri dongumiG
}/ + COK4 p53 dizenleme
Siklin D/ Skiin Bajimh Kinaz4 (Aktif Kompleks) l MDM2

P16INK4 | ;l; | p21 | I

E2F/OP1/RB kompieksinde RB'nin fosforilasyonu

|

Aktif E2F

'

Siklin E'nin transkripsiyonu (Sikiin A, DNA polimeraz ve dider
genlerin de transkripsiyonu)

p14ARF

Siklin €

l/ocoxz

Siklin E/ Sikiin Badumb Kinaz 2(AKif kompleks)

p27

Sekil 2: G1/S Gegisinde Siklin Bagimli Kinaz ve Siklin Bagimli Kinaz Inhibitérlerinin Rolii (25)



Retinablastom (Rb) tiimor baskilayici genin iiriinii olan ve CDK’lar tarafindan fosforilize
edilen Rb proteini, G1 fazindaki progresyonda onemli rol oynamaktadir. Erken G1 fazinda
hipofosforile durumda iken E2F transkripsiyon faktorlerine sikica bagli olarak bulunur. CDK’lar
tarafindan fosforilize edildiginde E2F’lerden ayrilir ve E2F’lerin aktiflesmesi ile R noktasi
gegilerek hiicre dongiisiiniin devami saglanir. CDK fosforilasyonu ve Rb proteinin E2F’lerden
ayrilmasi iki asamali CDK aktivasyonu ile saglanir. Bir hiicre blyumeyi uyaran bir sinyalle
karsilastiginda, siklin D diizeyleri artar, CDK4 ve CDK®6 aktive olur. CDK4 ve CDK6’nin siklin D
ile olusturdugu kompleksi takiben, Rb proteini fosforile olur ve siklin E ekspresyonu baslar. Ancak
CDK2-siklin E kompleksinin Rb proteinini daha fazla fosforlamasi ile Rb proteini hiperfosforile
haline gelir ve E2F proteinlerini baglayamadigindan S fazina gecis gerceklesir (26). Hiicre S fazina
gectikten sonra siklin A eksprese olup CDK2 ile kompleks olusturur ve replikasyon igin gerekli
olan protein fosforilasyonunu saglar. G2 den M fazma gegis icin CDKI1-siklin B kompleksi
gereklidir ve bu aktivasyon mitoz fazinda goérevli diizenleyici proteinlerin fosforilasyonunu saglar

(22).

CKI olarak bilinen hiicre déngi inhibitdr proteinleri CDK aktivitesini kontrol eder. CDK
lara baglanarak aktivitelerini azaltan ve degistiren 2 protein ailesi mevcuttur. INK4 (CDK4
inhibitord) ailesi; CDK4 ve CDK6’y1 inhibe eder. p16 (INK4a), p15 (INK4b), p18 (INK4c), p19
(INK4d) bu aileye mensuptur. CIP (CDK aracili protein/kinaz inhibitor protein) ailesi; CDK4,
CDK6, CDK2 ve CDC2yi etkilerler. Siklin D bagimli CDK ’lar1 stabilize ederken CDK2’yi giiclii
sekilde inhibe ederler; p21 (CIP1), p27 (KIP1), p57 (KIP2) bu aileye mensuptur. Bu inhibitdrlerin
salinim1 mitojenik sinyal yolunu inhibe eder. CKI’lar insan malignitelerinin ¢ogunda siklikla

mutasyonlu veya sessiz haldedir (19).

Tum hiicre dongusl fazlarinda ortaya ¢ikan DNA hasarlarinda bazi mekanizmalar ile bu
mekanizmalari diizenleyen faktorlerle iliskili bazi anormallikler bir¢ok tiimér tipinde gosterilmistir
(27, 28). Tim insan tumorlerinde, kontrol noktalarini etkileyen genlerde degisikliklerin (mutasyon,

delesyon, amplifikasyon veya polimorfizm) saptanmasi yliksek olasiliklidir.

2.2.2. p16 (CDKN2A) VE TUMOR OLUSUMU
156 aminoasitten olusan INK4 grubuna bagl bir CKI olan p16, insan genomunun 9p21
bolgesinde timor baskilayicr bir gen tarafindan kodlanmaktadir (29). p16, G1 fazindan CDK4 ve

CDKG6’y1 baglayarak Rb proteininin fosforlanmasini onler ve hiicre siklusunun G1 fazindan S
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fazina gecisine engel olur (30). Bir¢ok kanserde p16’nin, mutasyon, delesyon veya hipermetilasyon
yoluyla inaktivasyonu gosterilmistir (31). p16’nin metilasyonu veya mutasyonu %1 dolaylarinda
bildirilmistir (32). pl6’nin promotor bolgesindeki hipermetilasyonlar protein ekspresyonunda
kayiplara neden olmaktadir (33). pl16 inaktivasyonu ise siklikla p53 mutasyonu bulunmayan
hastalarda saptanmis olup homozigot delesyonu yuksek Ki-67 proliferatif indeks ile iliskili
bulunmustur ve hiicre ¢ogalmasini artirarak timor gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir (34,
35). p16 ekspresyon eksikliginde siklin D1-CDK4 kompleksi Rb proteinini fosforlar ve E2F’nin
serbest kalmasma neden olur. E2F’in siklus ilerletici etkisi ile hiicrenin S fazina geg¢mesi i¢in
gerekli olan genlerin transkripsiyonu aktive olur ve hiicre S fazina girer (36). Premalign
lezyonlarda p16 kaybinin sikliginin fazla olmasi p16 aktivite kaybinin kanser gelisiminin erken
donemindekini 6nemini gosterirken, p16 ekspresyonunun degerlendirilmesi kanser rekiirrensinin

ongoriilmesinde erken prognostik bir gosterge olarak degerli olabilir (37, 38).

2.2.3. MDM2 VE TUMOR OLUSUMU

MDM2 geni 12q13-14 kromozom bdlgesinden kodlanan MDM2 proteini (pMDM2), p53°ii
tutar ve p53’lin G1/S gegisinde siklusu durdurma ve apoptoz etkisini engeller (39). p53 proteini,
491 aminoasitten olusup 56kDa molekiiler agiligindadir ve 17. kromozomda yer alan 11 ekzonlu
bir gen tarafindan kodlanmaktadir (40). Birgok malignite durumu ile iligkili olan p53; hipoksi,
ultraviyole, radyasyon ve ilag gibi nedenlerle hiicrenin strese maruz kaldig1 durumlarda p21, p14,
ARF, MDM2 ve bax genleri ile etkilesime girerek G1, G2 kontrol noktalarinda dénginin
durdurulmasina ve apopitoza neden olmaktadir (41). Hiicrenin strese maruz kaldigi durumlarda
pMDM2’nin p53’e baglanma yerinde asetilasyon ve fosforilasyon ile yapisal degisiklikler
meydana gelir. Bu yiizden MDM?2 proteini p53°ii baglayamaz ve serbest kalan p53 transkripsiyonel
aktivitesini gostererek G1 ve G2 kontrol noktalarinda siklusun durdurulmasina ve bax geni
aktivasyonu ile apopitoza neden olur. Ozellikle onkojenik uyar1 varliginda pMDM2 etkisini p53’e
bagimli olmayan yollarla da gosterebilir. G1/S gegisinden sorumlu olan E2F/DP1 aktivasyonu
pl4ARF’nin inaktivasyonuna neden olur. Inaktive pl4ARF hiicre cekirdeginde pMDM2’yi
baglayamaz ve sitoplazmaya ¢ikmasina engel olamaz. Bu nedenle p53’iin etkisi azalir. Ayrica E2F

aktivasyonu yaptigindan hiicre G1 fazindan S fazina gecger (42, 43).

MDM2 geninin birinci intronunun 309. nikleotidinde meydana gelen T—G baz

degisiminin MDM2 RNA ve protein dlzeylerinin artisina sebep oldugu ve p53 yolagmin
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baskilandig1 bildirilmistir (44). Fonksiyonlarma normal olarak devam eden hicrelerde p53
proteini, diisiik yogunlukta ve kisa yar1 6mre sahiptir. Bu durum p53 proteinin diizenleyicisi olan
MDM2 proteini ile saglanir. MDM2 proteini, bu regilasyonu p53 proteinin amino ucuna
bagladiktan sonra, hem p53 proteinin transkripsiyel etkinligini baskilayarak, hem de proteozom
aracilikli parcalanmasini saglayarak gergeklestirir (45). MDM2’nin tiimo6r olusturma potansiyeli,
insan tumorlerinde asiri miktarda eksprese edilmesi ile belirlenmistir. Bu asir1 ekspresyon; gen

amplifikasyonu transkipsiyon artis1 ya da translasyon artisi sebebi ile olabilir.(39, 46).

2.2.4. TEK NUKLEOTID POLIMORFIiZMININ ONEMi

Polimorfizm bir populasyonda en az %1 siklikta bir varyantin oldugu bolge olarak
tanimlanir. Ayni tiiriin farkli bireyler arasinda iki veya daha fazla dizin varligini ifade eder.
Polimorfizmler; tek niikleotid polimorfizmleri, mikrosatellit tekrarlari, insersiyon ve delesyonlar
olmak Uzere 3 grupta incelenir. Tek nlkleotid polimorfizmi belirli bir baz pozisyonunda meydana
gelen tek niikleotid degisikligidir. Tiim genetik varyasyonlarin yaklasik %90’1n1 olusturur. Bu
farkliliklar hastaliklara yatkinlik derecesi, ilaglara veya tedaviye olasi yanit ve bilinen mutasyonlar
ile etkilesim gibi bircok hayati faktdr Uzerinde etkilidir. insan genomunda 10-30 milyon SNP
oldugu tahmin edilmekle birlikte, olas1 tek nukleotid polimorfizmleri icerisinden hangisinin ilgili
hastalik ile iliski i¢erisinde olabileceginin belirlenmesi yapilan ¢alismalardaki en biyiik glicligi
meydana getirmektedir (47).

Gen kodlayan boélgelerde goriilen SNP varyantlari, bir proteinin fonksiyonunu dogrudan
etkileyebilmekte bazi varyantlar bazi hastaliklarla yakin iligkili olabilmektedir. Gen kodlayan
bolgelerde SNP varligi hiicre dongisinde roli olan, DNA tamir mekanizmasindan veya
karsinojenlerin detoksifikasyonundan sorumlu genlerde gortlurse énemli degisikliklere neden
olabilmektedir. Bu degisiklikler hlcrelerin gogalma mekanizmasini etkileyip uygun olmayan hiicre
bélinmelerine ya da programli hiicre 6lumi inhibisyonuna yol agabilirler. SNP’ler araciligiyla
hangi sinyal iletim yolaginin insan kanserlerinin olusmasinda rol oynadigi inceleyen galismalar
giderek artmaktadir (48-50). Giiniimiizde yapilan tek nukleotid polimorfizm caligmalari
populasyondaki timor sikliginin, timdr goriilme yasinin ve bu timorlerin tedaviye verdigi yanitin

belirlenmesinde 6ncii olabilecek aydinlatici bilgiler ortaya koymaktadir.
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2.3. HIPOFiZ ADENOMLARININ MOLEKULER VE GENETIK OZELLIKLERI

Hipofiz adenomlar1 intrakranyal tiimérlerin %10’unu olusturur. Morfolojik agidan adenom
olarak tanimlanan bir¢cok tiimor farkli davranislar gosterebilmekte, ¢ogu benign davranish
olmalarina ragmen bazi hipofiz adenomlar1 agresif seyredebilmekte ve lokal invazyon yaparak
biiyiikk boyutlara ulasip farkli prognoz gosterebilmektedirler. Bu bireysel farkliliklari anlamak,
prognozu belirleyici parametreleri tanimlayabilmek, tiimorleri siniflayabilmek ve boylece hipofiz
adenomlarin1 daha etkin tedavi edebilmek icin timaor etiyopatogenezinin anlasilmasi biiyiik 6nem
tagimaktadir (1, 51).

Proto-Onkogenlerin fonksiyon kazanmasi

Nokta mutasyonu, translokasyon, insersiyon ve gen amplifikasyonu protoonkogenleri
aktive edebilir.

Sporadik hipofiz adenomlarinda en sik gozlenen genetik degisiklik GNAS (guanin
niikleotid baglayici protein, alfa stimule edici aktive polipeptit) somatik gen mutasyonudur. Bu
mutasyon gsp mutasyonu olarak adlandirilir ve biliylime hormonu sekrete eden hipofiz
adenomlarinda %40°’a kadar goriilebilmektedir. Bu gen mutasyonu cAMP gecidinde devamli bir
aktivasyona neden olarak CAMP dUzeylerini ve protein kinaz A aktivasyonunu artirir. Sonrasinda,
cAMP cevap elementi baglayici protein (CREB) fosforilasyonu gerceklesir ve siipheli biiylme
hormonu hipersekresyonuna ve hiicre ¢ogalmasina yol agar (52).

Ras onkogenik proteinlerin iiretilmesinde nokta mutasyonlarinin rolii gosterilmistir. H-ras
gen mutasyonlari, invaziv ve uzak metastazi olan prolaktinomalarin az bir kisminda saptanmigtir
(53, 54).

Tiimér supresor genlerde fonksiyon kaybi

Tumor supresor genler (TSG) normal olarak hiicrenin bdliinmesini baskilayan bir grup
gendir. TSG’de her iki allelde kaybi, Knudson’un ¢ift vurus hipotezine goére tiimdral hiicre
gelisimine neden olabilir (55). Hiicre dongiisiinii diizenleyen bazi tiimdr supresor genlerinin rolii

hipofiz adenomlarinda incelenmistir.

Rb geni ilk tanimlanan tumor supresér genlerden biridir. Rb geni uzaklastirilmis “knock
out” farelerin intermedial hipofiz lobunda ACTH sekrete eden hipofizer adenomlar gelistigi
gosterilmistir. Insan hipofiz adenomlarinda ise Rb gen promotor bélgesinde metilasyon

tanimlanmistir (56, 57).
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Hipofiz adenomlarinda simdiye kadar gdosterilmis kayip olan tipik gen bolgeleri; 11.
Kromozomun p ve q kollari, 11q13, 13q12-14, 10q ve 1q, 9p,13, 3 ve 12’dir. Bu bdlgelerin ¢ogu
timor supresor genler igerir (58).

Hicre DOngustnde Bozulma

Bir¢ok fare modelinde hiicre dongiisii diizenleyicilerinde inaktivasyon veya asir1 iiretimin
hipofizer tiimorogenezi baslatmaya yeterli olabilecegi gosterilmistir. Siklinler ve CDKIlarn hiicre
ddnglisuiniin baglamasi ve devaminda 6nemli role sahip olmasi timorogenezde etkili olabilmelerine
olanak saglanmaktadir. Fonksiyonel olmayan hipofiz adenomlarinda ve prolaktinoma da dahil

olmak tizere invaziv adenomlarda siklin D1’in anlamli ekspresyonu gosterilmistir (59).

CKI ailesi tiyelerinden CDKN2A (p16), CDKN2C (p18) ve CDKN1B (p27XP1)’nin G1-S
gecisinde rol oynayarak hipofizer hiicre proliferasyonunda etkili olduklar1 gosterilmistir (60, 61).

PTTG (“pituitary tumor transforming gene”, pituiter tiimoér doniistiiriicii gen), hipofiz
adenomu olan ratlarda GH4 hicrelerinden izole edilmis olup hipofiz adenomlarinin ¢gogunda asir1
ekspresse oldugu gosterilmistir. PTTG, potent bir mitojenik ve anjiyojenik faktor olan bFGF’yi
(“basic fibroblast growth factor”, temel fibroblast bliyiime faktori) uyararak anjiogenezde ve timor

yayiliminda etkili olmas1 muhtemel bir gendir (62).
Blyume Faktorleri

Bircok blyiume faktorii ve onlari tantyan reseptorlerin hipofizer hiicre gelisimi ve normal
hormon iiretiminin saglanmasinda énemli rolleri bulunmaktadir. TGF alfa (“transforming growth
factor”, doniistiiriicti biiylime faktorii), laktotrop hiicrelerden salinan mitojenik bir proteindir. TGF
alfa hipofizer adenomlarin diger alt tiplerini etkilemezken, prolaktinoma tiimdrogenezinde spesifik
rol oynamaktadir (63). Ayrica ptd-FGFR4 (fibroblast blyume faktori reseptort 4), epidermal
blyume faktoru, sinir bliyime faktori ve BMP4’iin (kemik morfogenetik protein) de hipofizer
timorogenezde rolleri olabilecegi literatiirde daha 6nce gosterilmistir (64-66). BMP4 6n hipofizin

gelisiminde rol oynamaktadir ve prolaktinoma olusumunda etkili olabilecegi gosterilmistir (67).
Transkripsiyonel regulatorler ve mikroRNAlar

Transkripsiyonel faktorler hipofizer hiicre farklilagmasinin her basamaginda biiyiikk 6nem

tasimaktadirlar. Ptx1 (pituitary homeobox 1) hipofizer hiicre farklilagmasinin erken
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basamaklarinda panhipofizer bir transkripsiyon aktivatoriidir ve adenom gelisiminde rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Pit 1 (PUO1F1) mRNA’sinin ise hipofizer adenomlarda normal
hipofiz dokusuna gore 2,5-5 kat artmis oldugu gosterilmistir (68).

MikroRNAlar (miRNAlar) yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda, gen ekspresyonunun
transkripsiyon sonrasi diizenlenmesinde ve mRNA translasyonu ve yikiminda yer alan
kodlanmayan kiiciik RNA’lardir. Bu molekiillerin insan genlerinin yaklasik %30’unun
dizenlenmesinde rol oynadigi bilinmesine karsin hipofizer tiimorogenezdeki rolleri heniiz
bilinmemektedir. Baz1 hipofiz adenomu alt tiplerinde gosterilmekle birlikte mekanizmadaki rolleri

heniiz agikliga kavusmamistir (69).
Ailesel hipofiz adenomlar

Hipofiz adenomlarmin ¢ogu sporadik olmasma karst genetik faktorler de adenom
gelisiminde rol oynayabilmektedirler. Klasik ailesel hipofizer timor sendromu hipofiz hastalarinin
yaklasik %5'inde tanimlanmistir. Hipofizer adenom gelisimine predispozan oldugu bilinen klasik
ailesel sendromlar; multipl endokrin neoplazmai tip 1 (MEN1) ve tip 4 (MEN4), carney kompleksi
ve ailesel izole pituiter adenomlardir (FIPA). Bazi ¢alismalarda DICER1 ve siiksinat dehidrogenaz
gen mutasyonlarinin hipofiz adenomlarina neden olabilecegi de gosterilmistir (70). Ayrica birkag
vaka bildiriminde ndrofibromatozis tip 1’li hastalarda hipofizer adenom varlig: bildirilmistir (71,

72).

Sonug olarak hipofiz adenom gelisimi multifaktoriyel ve ilerleyen bir siirectir. Ik asamada
bir tek hiicrede somatik nokta mutasyonu ile basladigi, ikincil mutasyonlarla ilerledigi, cevresel ve
bliylime faktorleri, hormonlar ve reseptorlerdeki degisikliklerin tiimordeki biyolojik davranis
uzerinde etkili oldugu disliniilmektedir. Timor olusumunun tim basamaklart heniiz
aydinlatilamadigindan, hipofiz adenomlarinda molekiiler genetik degisiklikler ile ilgili caligmalar,
timOoriin olusum siirecinin ve davranig seklinin anlasilmasi igin yapilan aragtirmalar glinimuzde

Onemini korumaktadir.
2.3.1. PROLAKTINOMA VE GENETIiK FAKTORLER

Prolaktinomalarin patogenezi kesin olarak bilinmemekle beraber, erken yaslarda
mutasyona ugrayan hipofizer bir kok hiicrenin uygun ortamda birden fazla genetik ve epigenetik

faktoriin etkisi sonucu ¢ogalarak timdr gelisimine neden oldugu diistiiniilmektedir. Simdiye kadar
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prolaktinomalarin patogenezi incelenmisse de, laktotrop hiicre proliferasyonundaki molekiiler
olaylarla ilgili bilgiler diger hipofizer tiimoér tiplerine gore daha siirlidir ve yapilan molekiiler

biyolojik ¢alismalar daha gok agresif seyirli ve atipik prolaktinomalar tizerinde olmustur (6).

Proto-Onkogenlerin fonksiyon kazanmasi

Gunumuzde prolaktinomada az sayida mutasyona veya fazla ekspresyona ugramis proto-
onkogen tanimlanmustir. Istisna olarak, biiyiime faktorii sinyalizasyonunda yer alan GTP baglayici
proteini kodlayan Ras genindeki nokta mutasyonu (Gly12Val) dopaminerjik inhibisyona cevapsiz
agresif prolaktinomalarda gosterilmistir (73). Diger tiimorlerin aksine prolaktinomalarda Ras
mutasyonlari sik olarak goriilmemektedir.

Dopaminerjik uyar1 prolaktin sekresyonunun en 6nemli diizenleyicisi olsa da tirotropin
serbestlestiricic  hormon (TRH) gibi noropeptiler laktotroplar {izerine uyarict etkide
bulunabilmektedirler. Onceki c¢alismalarda tiim hipofiz adenomlarinda TRH reseptdrlerinde
normal dokuya gore degisim goriilmemekle birlikte, prolaktinomada kisa bir TRH reseptoru
sentezlendigi ve bunun da liganda baglanma siiresini kisalttigi gosterilmistir. TRH uygulamasi
prolaktinomali hastalarda prolaktin seviyesi azaltmada basarili olmamasina karsin, tiimérde TRH
reseptorlerinin asir1 ekspresyonu gosterilmistir (74, 75).

Prolaktinomalarda goriilen cinsiyet farkliliklar1 da ¢alismalara konu olmus ve hipofizer
timorlerde 6strojen reseptor polimorfizmleri bazi in vitro galismalarda gosterilmistir. Ancak bu
varyantlarin hiicre biiyiimesi iizerine etkisi ve timor patogenezindeki roli ile ilgili bilgiler oldukca
yetersizdir (76).

Tiimor supresor genlerde fonksiyon kaybt

Insan hipofizer tiimérleri igin tammlanmis timor supresdr genler arasinda Rb agresif
adenomlarda, Dopaminerjik D2 reseptori (DRD2) direncli prolaktinomada ve p16INK4a tim
prolaktinomalarda tanimlanmistir. Ancak diger yaygin tiimor supresor genlerin prolaktinoma

patogenezinde rolii saptanmamustir (77).

Hipofizer hormon sekresyonunu inhibe eden membran ve nikleus reseptdr genlerinde
olusabilecek mutasyonlarin, agirt hormon sekresyonuna ve sonug olarak tiimor gelisimine neden
olabilecegi diisiiniilmektedir. DRD2 dopaminin prolaktin salinimi iizerindeki inhibitdr etkisini
kontrol eder. Daha 6nce DRD2 geni uzaklastirilmis “knock out” fare modellerinde dopamin

inhibisyon kaybmin neoplastik doniisime yol acgtigi gosterilmigsse de insan hipofiz
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adenomlarindaki durum heniiz tam olarak netlige kavusmamistir. Yapilan simirli sayidaki
calismada DRD2 geni ile prolaktinoma patogenezi arasinda herhangi bir iligski gosterilememistir
(78). Fonksiyonellik agisindan incelendiginde ise dopamin agonisti tedavisine direngli

prolaktinomalarda DRD2 mRNA azlig1 siklikla bildirilmistir (79).
Hicre DOngusinde Bozulma

Onceki ¢alismalarda prolaktinoma da dahil hipofiz timorlerinde JUN, FOS ve MYC
genlerindeki degisiklikler incelenmistir (80). Guncel c¢alismalarda ise daha ¢ok hiicre
dongiisiindeki  gecislerin  kontrol basamaklarmi  diizenleyen genlerdeki degisiklikler
incelenmektedir. Siklin D1 asir1 ekspresyonunun hipofizer adenomlarda agresif timor
davraniginda etkili oldugu gosterilmistir. Siklin D1’in prolaktinoma igin gelisim patogenezinde
rolii olabilecegi tartisilsa da, timor davramisinda etkinligi acisindan benzer sonuglara

ulagilamamistir (81).

PTTG, prolaktinoma da dahil olmak U(zere tim hipofizer timoér alt gruplarinda
gosterilmistir. PTTG nin prolaktinoma patogenezindeki rolii rat prolaktinoma gelisimi tizerinden
incelenmistir. Bu modelde laktotrop proliferasyonunda o6strojenin PTTG (zerinden etKkisi
vurgulanmistir. Ostrojen PTTG asir1 ekspresyonuna neden olarak tiimér formasyonu, progresyonu
ve anjiogenezinde etkili olan bFGF ekpresyonunun uyarilmasina yol agar. Bu da prolaktinoma
gelisiminde parakrin bir mekanizma varligini diisiindiirmektedir (82). PTTG’nin hormonal fenotip
tizerine direkt etkisi incelendiginde ise PTTG1 C-terminal peptid mutasyonunun prolaktin gen
supresyonuna neden oldugu gosterilmistir. Bu da hedeflenmis PTTG1 etki inhibisyonunun

prolaktinoma tedavisinde yer alabilecegini diistindiirmektedir (83).

Daha once tiroid, pankreas ve prostat karsinomlarinda tespit edilmis olan yiksek mobilite
grup A non-histon kromozomal protein 2 (HMGA?2) asir1 ekspresyonu, ratlarda biiylime hormonu
ve prolaktin sekrete eden hipofiz tlimorlerinde tespit edilmistir. Ayrica insan prolaktinomalarinda
HMGAZ2 gen ekspresyonunun arttigi ve bu artisin adenom boyutuyla iligkisi de gosterilmistir (84).
Ozellikle asir1 ekspresyon saptananlarda dopamin agonisti tedavisine cevapsiz tiimérler gézlendigi
bildirilmistir (85).
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Blyume Faktorleri

Hipofizden salgilanan birgok biiyiime faktorii arasinda, in vitro ve in vivo hayvan
modellerinde laktotrop hiicrelerin prolaktinle birlikte sinir biiylime faktorii (NGF) salgiladiklar
gosterilmistir (86). Sonraki ¢alismalar mikroprolaktinomali hastalarda NGF saliminin kandaki
prolaktin diizeyiyle paralel oldugunu, bu sekresyonunu nérotransmitter diizenleyen bir mekanizma
ile kontrol edildigini dogrulamistir. Sonrasinda dopamin agonisti tedavisiyle prolaktin
normalizasyonu saglanmis ve es zamanli olarak serum NGF diizeylerinde de anlamli azalma
saptanmistir (87). Ilging olarak ayni yazarlar tarafindan yapilan baska bir calismada medikal
tedaviye cevapsiz prolaktinomalarda DRD2 ekspresyonu olmamasiyla birlikte NGF
sekresyonunun da olmadigi gosterilmistir (88). Bununla birlikte, NGF uygulandiginda p75
(NGFR) ve NF-kappaB araciligiyla medikal tedaviye cevapsiz prolaktinomalarda DRD2
ekspresyonunu uyararak tedavi cevabimi diizeldigi gosterilmistir (89). Direncli prolaktinoma
laktotrop hucrelerinde NGF aracili otokrin dongiiniin roliiniin anlagilmasi igin ileri ¢aligmalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. ARASTIRMA OZELLIKLERI
3.1.1. ARASTIRMA TURU

Arastirmamiz; prolaktinoma tanisi almig hastalara MDM2 (SNP309T—G) ve pl6
(540C—G ve 580C—T) gen polimorfizmi analizi yapilmasi ve saglikli goniilliilerde de yapilan
ayni gen analizi sonuglarin karsilastirilmasi ile bu polimorfizmlerin prolaktinoma hastaliginin

olusumu ve Klinik takibindeki roluniin anlasilmas1 amaciyla yapilan prospektif bir ¢caligmadir.
3.1.2. ARASTIRMA YERIi VE ZAMANI

Arastirma; Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Endokrinoloji ve
Metabolizma Hastaliklar1 Poliklinigi’ne basvuran hastalardan, Mart 2013 ile Mart 2014 tarihleri
arasinda prolaktinoma tanisi alan ve takip edilen hastalarin katilimiyla yapilmistir. Hastalardan tani
sirasinda ve 6 aylik takip sonrasinda alinan serum 6rneklerinin galisilmasi ise Eyliil 2013 ile Eylil

2014 tarihleri arasinda yapilmaistir.

3.1.3. ARASTIRMA FORMU

Aragtirma kayit formunda; hastaya ait ad, soyad, cinsiyet, yas, iletisim bilgileri, saglik
ozgeemisi (kronik hastaliklari, gecirdigi operasyonlar...) sigara ve alkol kullanim 6ykiisii, boy,

kilo, viicut kitle indeksi, arastirmada bakilan parametreler bulunmaktadir.
3.1.4. ARASTIRMA EVRENI

Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Endokrinoloji ve Metabolizma
Hastaliklar1 Poliklinigi’ne, Mart 2013 ile Mart 2014 tarihleri arasinda prolaktinoma stiphesiyle
bagvurup prolaktinoma tanis1 alan ve arastirmaya katilmayi kabul eden 74 hasta ile 100 saglikli
goniillii arastirma evrenini olusturmaktadir. Polimorfizm ¢alismasi i¢in saglikli ve prolaktinomali
bireylerin kan drnekleri EDTA’l1 tiipe alinip, DNA izolasyonu yapilmis ve 74 prolaktinoma hastasi
ve 100 saglikli kontrolde p16 (540C—G ve 580C—T) , MDM2 (SNP309T—G) gen polimorfizm
analizleri yapilmistir. Tiim bireylerden saglanan kan 6rneklerinden DNA izolasyonu amonyum

asetat ve proteinaz K’nin kullanildigi tuz ¢oktiirme metoduyla elde edilmistir (90). Hastalarin rutin
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parametreleri ise ayn1 giin i¢inde alinan serum rneklerinden Bezmialem Vakif Universitesi Tip

Fakdltesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvari’ndan ¢aligilmstir.
3.1.5. ARASTIRMAYA DAHIL EDIiLME VE DISLANMA KRiTERLERI

Dahil Edilme Kriterleri:

— 18-70 yas grubundaki hastalar
— Hipofizde tumori saptanan ve prolaktin degeri normalin iizerinde olan prolaktinoma

hastalari ¢alismaya dahil edilmistir.
Dislanma Kriterleri:

— Yas grubu uygun olmayan hastalar

— Prolaktin disinda hipofiz hormon bozuklugu olan hastalar

— Hipofiz operasyonu gecirmis olan hastalar

— Kronik bobrek yetmezligi

— Karaciger yetmezligi

— Prolaktin yiiksekligini olumsuz etkileyebilecek ila¢ kullanimi (antidepresan vb)
- Gebelik

— Caligmaya katilmaya goniillii olmamak
3.1.6. ARASTIRMA ETiGi

Arastirma Bezmialem Vakif Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan onay
alinarak yapildi (Onay Tarihi: 08.01.2014, Numarasi: 71306642/050-01-04/02). Butln hastalardan
ve saglikli goniillillerden bilgilendirilmis onam formu alindi. Calismamiz 2009 Helsinki

Bildirgesine gore gergeklestirildi.
3.1.7. VERILERIN ANALIiZi VE DEGERLENDIRILMESI

Arastirmada elde edilen tiim veriler SPSS (IBM Statistical Package for Social Sciences,
IBM Corporation, NY, USA) 21.0 programi kullanilarak degerlendirildi. Klinik parametreler
ortalama + Standart Sapma veya yiizde oranlari olarak verildi. Calismada degerlendirilen verilerin
dagilim 6zelliginin incelenmesinde One-Sample Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi. Hasta ve
kontrol gruplarinda MDM2 ve p16 polimorfizmlerinin farklar1 Ki-Kare testi ile analiz edildi. Mann

Whitney U testi iki grup karsilastirilirken, Kruskal Wallis testi ise ikiden fazla grup
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karsilagtirilirken kullanildi. Veriler arasindaki korelasyonlarin degerlendirilmesi i¢in ise Spearman
Korelasyon testi kullanildi.

Gruplar arasinda c¢ogunlugu normal dagilim gosteren verilerin karsilastirilmasi igin
Student’s T testi kullanildi. Arastirmada p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
3.2. KULLANILAN GERECLER VE CIHAZLAR

Buzdolab1

Derin Dondurucu
Derin Donudurucu
Distile Su Cihaz1

Hassas terazi

Isiticili manyetik karistirict

pHmetre

Sogutmal1 Santrifiij

Vorteks karistirici, Spin

Su banyosu
Spektrofotometre
Pipet takimi

PZR cihazi

Etlv

Gii¢ Kaynagi
Mikrodalga Firin
Is1 Blogu

Elektroforez sistemi

UV transilluminator
ELISA Okuyucu

(+4 Beko)

(-20 Ugur)

(-80°C Sanyo)

(Millipore)

(Radwag AS 220/C/2)
(Elektromag)

(Hanna)

(Hereaus)

(Biosan)

(Elektromag)

(NanoDrop2000)

(Gilson)

(BioRad)

(Nave)

(Titan plus Helena Laboratories)
(Philco)

(Biosan)

(LKB 2013 miniphor electrophoresis, LKB
2012 maxiphor electrophoresis)
(KODAK)

Medispec
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3.3. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Agaroz (Invitrogen MBG), Amonyum asetat (Sigma A-8920), Amonyum klorir (Sigma A-
5666), Borik asit (Sigma B-6768), 6X Yiikleme boyasi (Intron), DNA marker (Fermentas), EDTA
(Merck K-90602121), Etanol (%99 Merck), Etidyum Bromid (Sigma E-8751), Hidroklorik asit (%
37 Merck K-13190114), Potasyum bikarbonat (Merck K-126223552), Primerler (Invitrogen),
Proteinaz K (invitrogen) Sodyum dodesil siilfat (Sigma L-5750), Sodyum hidroksit (Merck
C754962), Sodyum Klorlr (Carlo Erba 368257), Trizma baz (Sigma T-1503), Taq polimeraz
(Intron), 100bp marker (Intron).

3.4. KULLANILAN COZELTILER
3.4.1. DNA iZOLASYONUNDA KULLANILAN COZELTIiLER

Eritrosit Parcalama Tamponu (Lysis Buffer)

8,74 gram Amonyum Klorir, 1 gram Potasyum bikarbonat, 200 pl 0,5 M Etilen
diaminetetraasetat (EDTA) 1n tartimlar1 yapilarak erlen i¢ine alindi. 900 mililitre distile su eklendi
ve ¢ozeltinin pH’s1 1N NaOH ile 7,4’e ayarlandi. Daha sonra balon joje i¢ine alinarak 1 litreye
tamamlandi. Cozelti 1s1ya dayanikli cam siselere aktarilarak 120°C’de 15 dakika otoklavlandr ve

+4°C’de saklandi.

0.5 M Disodyumetilendiaminteraasetat ( EDTA) (pH 8.0)
186,1 gram Etilendiamintetraasetat (EDTA) tartilarak beher icine alind1 ve 800 ml distile
su eklendi. Manyetik karistirict yardimiyla ¢oziindiiriildii ve pH’s1 NaOH c¢ozeltisi ile 8.0°e

ayarlanarak distile su ile 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

4 M Sodyum Klorir (NaCl)

233,6 gram NaCl tartilarak erlene alindu. Uzerine 800 mililitre distile su ilave edildi ve
manyetik karigtirict yardimiyla iyice ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlandi.

120°C de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

Lokositleri Pargcalama Tamponu (“White Blood Cell Buffer”)
25 mililitre 4 M NaCl ve 50 mililitre 0,5 M Etilendiaminasetat (EDTA) balon jojeye

konularak 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Oda 1sisinda

saklandi.
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1 M Tris Tamponu ( Stok)
121,1 gram Tris baz tartilarak bir behere alindi. Uzerine 42 ul hidroklorik asit (HCI) ile
yaklasik 800 mililitre distile su eklenerek manyetik karistiric1 yardimiyla ¢oziindiiriildii. Daha

sonra balon jojeye aktarildi ve 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize
edildi.

9.5 M Amonyum Asetat
73,22 gram amonyum asetat tartilarak beher igine alindi. Uzerine 80 mililitre distile su
eklenerek manyetik karistiricida ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarildi ve distile su ile 100

mililitreye tamamlandi. 0,22 mikronluk filtreden gegirilerek sterilize edildi ve +4°C’de saklandi.

%10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
10 gram Sodyum dodesil siilfat tartildi. Beher igine alinarak iizerine 80 mililitre distile su
eklendi. Manyetik karistirict yardimi ile ¢oziindiiriildii ve pH’s1 7,2’ye ayarlandi. 0,22 mikronluk

filtreden gecirilerek sterilize edildi ve oda 1sisinda saklandi.

Proteinaz K (20 mg/ml)
20 miligram Proteinaz K tartilarak steril bir tiip iginde steril distile su ile 1 mililitreye
tamamlandi. -20 °C’de saklandu.

3.4.2. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZINDE KULLANILAN COZELTILER

Agaroz Jel Yukleme Tamponu (5X)

20 gram Ficoll 400, 1 gram SDS, 0,2 mililitre 0,5 M, etilendiamintetraasetat, 1 mililitre 1M
Tris (pH 8.0), 200 miligram Bromfenol blue, 200 miligram xylene cyanol tartilarak steril distile su

ile 100 mililitreye tamamlandi. Oda 1s1sinda saklandi.

Etidyum Bromur (10 mg/ml)

1 gram Etidyum bromiir tartilarak steril distile su ile 10 mililitreye tamamland.

5X Tris-Borik Asit-Etilendiamintetraasetat (TBE)

54 gram Tris baz ve 27,5 gram borik asit tartilarak beher igine aktarildi. Uzerine 20 mililitre

0.5 M EDTA (pH 8.0) ve 800 ml. distile su ilave edilerek manyetik karistiricida ¢oziindiiriildii.
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Cozelti balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamland1 ve 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edildi. Oda 1sisinda saklandi.

3.5. YONTEM

Proje kapsaminda ilk olarak daha once belirtilen klinik parametrelere uygun olan olgular
calismaya dahil edilmistir. Segilen olgulardan izin alinarak 10 ml’lik kan 6rnekleri EDTA’l1 ve
kuru tiiplere toplanmistir. EDTA’11 tiiplere alinmis olan periferik kan 16kositlerinden en ge¢ 1 giin
icinde DNA izolasyonu yapilmis ve DNA saflifi tespit edilerek DNA konsantrasyonlar1
hesaplanmistir. izole edilen DNA &6rneklerinden, pl16 ve MDM2 genlerindeki polimorfizmleri
saptayabilmek igin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile cogaltilarak restriksiyon fragment
uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemi ile varyasyon tespiti yapilmistir. Kuru tiiplerle alinan kan
orneklerinden ise santrifiijleme yontemi ile serum elde edilmis ve calisilmak iizere -40 °C’de
saklanmigtir. Ayrilan serum Orneklerinden prolaktinoma diizeyleri tayin edilmistir. Hasta ve
kontrol gruplarindaki genotip ve allel dagilimlarinin belirlenmesi ve biyokimyasal parametrelere
iliskin dagilimlar istatistiksel analizlerle yapilmis olup hastalik gelisiminde risk olusturup

olusturmadiklar tespit edilmeye ¢alisiimustir.

3.5.1. MOLEKULER ANALIZLER
3.5.1.1. PERIFERIK KANDAN DNA iZOLASYONU

10 ml periferik kan 6rnegi steril EDTA’ tiiplere alindiktan sonra ¢alisma icin falkon
tiipiine aktarildi. Uzerine 1:3 oraninda (30 ml) eritrosit pargalama ¢dzeltisi eklenerek karistirildi ve
+4°C’de 15 dakika bekletildi. +4°C’den cikarilan orneklerin 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek siipernatant kisimlar1 atild1 ve pelletleri tamamen siispanse edilerek iizerlerine tekrar 15-
20 ml. eritrosit parcalama ¢odzeltisi eklendi. Ornekler +4°C’de 15 dakika bekletildikten sonra 1500
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve siiparnatantlar atilarak siispanse edildi. Siispanse olan pellet
tizerine 500 ul %10’luk SDS, 75 ul proteinaz K (20mg/ml) ve 9,4 ml I6kosit parcalama ¢ozeltisi
(WBL) eklenerek 56 °C su banyosunda 1 gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 her 1 ml. 6rnek
basina 0,37 ml. olacak sekilde 9,5 M Amonyum asetat ¢ozeltisi eklendikten sonra yavasca
karistirildi ve 3000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilerek proteinler ¢oktiiriildii. Santrifiij sonrasi
slipernatant kism1 50ml’lik temiz bir tiipe aktarild1 ve {lizerine 1:2 oraninda %99’luk absolii alkol

eklendi ve DNA’nin presipitasyonu saglandi. Yogunlasan DNA’nin alkol yiizeyine ¢ikmasi
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beklenip ve DNA mikropipet ucuyla alindi. DNA %70’lik alkolde yikandi ve korunmak iizere Tris-
EDTA ¢0zeltisinde ¢oztindirtlerek +4 °C’de saklandi (90).

3.5.1.2. ELDE EDIiLEN DNA’NIN KONSANTRASYON VE KALITESININ TAYINi

Spektrofotometrik olarak, 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan 6l¢timlerle DNA’ nin
saflig1 ve konsantrasyonu belirlendi. 50pug/ml ¢ift iplik¢ikli DNA igeriginin 260 nm dalga boyunda
1 optik densite (OD) verdigi kabul edilmektedir.260 nm’deki 6l¢iim degeri asagidaki formiile

uygulanarak DNA konsantrasyonu hesaplandi.

{ DNA Konsantrasyonu: OD260 X 50ug/ml J

DNA orneklerinin safligit OD2eo/ OD2go orani kullanilarak belirlendi. Yeterince iyi saflikta
kabul edilen DNA’nin OD2so/ OD2go degeri yaklasik 1,8’dir. Ortamda fenol veya protein mevcutsa
bu oran 1,8’den kiigiik olacaktir. OD2s0/ OD2go degeri 2°den biiyiikse ortamda RNA bulundugu

anlamina gelir.

3.5.1.3. p16 VE MDM2 GEN POLIMORFIZMLERININ PCR-RFLP YONTEMI iLE
SAPTANMASI

3.5.1.3.1. p16 540C—G VE p16 580C—T GEN POLIMORFiZMLERININ TESPIiTINDE
KULLANILAN PRIMER DiZiLERIi

p16 gen bdlgesinin ¢cogaltilmasinda kullanilan primerlerin niikleotid dizisi asagida verildigi

sekildedir. Bu primerler uluslararasi yayinlarda dogrulanmis primer dizileridir.

p16 Ileri Primer: 5’ GAT GTG CCA CAC ATC TTT GAC CT’3
p16 Geri Primer: 5> CTA CGA AAG CGG GGT GGG TTG T’3

3.5.1.3.2. MDM2 SNP309T—G GEN POLIMORFiZMiNiN TESPiTINDE KULLANILAN
PRIMER DIZILERI

MDM2 gen bdlgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin niikleotid dizisi asagida

verildigi sekildedir. Bu primerler uluslararas: yayinlarda dogrulanmis primer dizileridir.

MDM2 ileri Primer: 5° CGC GGG AGT TCA GGG TAA AG’3
MDMZ2 Geri Primer: 5> AGC TGG AGA CAA GTC AGG ACTTAA C’3
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3.5.1.4. PZR’DE KULLANILAN KIMYASAL MADDELER VE PZR’NIN HAZIRLANISI

Genomik DNA 6rneklerinde p16 geni 181 b¢’lik gen bolgesi ve MDM2 geni 237 b¢’lik gen
bolgesi PCR yontemi ile ¢ogaltildi. Bu amagla toplam reaksiyon hacmi 25 ul olacak sekilde, Tablo
1’deki bilesenler sirasi ile 0,2 ml’lik steril tiipe konuldu. 10 6rnek ¢alisilacak ise pozitif ve negatif
kontrol i¢in birer tane ve pipetleme hatalari i¢in de bir tane olmak {izere toplam 13 6rnek tizerinden
reaksiyon karisimi hazirlandi. PCR karigiminin hazirlanma islemlerinin hepsi buz iizerinde sogukta
ve steril kabin igerisinde yapildi.

Tablo 1: PZR Karisiminin Hazirlanmasi

Malzemeler Kullanilan Hacim

Mg Free 10XPCR Tamponu 2,5 ul
dNTP (200 uM) (herbir niikleotidden 25 mM) 1,5 ul
Primer karigimi (10 pmol) I
MgCI2 (25 mM/ml) 1,75 ul

Tagq DNA polimeraz 0,3 ul

PCR grade dH20 16.95ul
DNA (100 ng/ul) 1l

Taq DNA polimeraz eklendikten sonra hi¢ vakit kaybetmeden tiip i¢ine konan bilesenlerin
iyice karismast i¢in pipetleme islemi yapildi. Ornek sayisi kadar 0,2 m1’lik tiiplere 24 ul reaksiyon
karisimi dagitildi. p16 Gen Polimorfizmini tespit etmek i¢in kullanilan ileri ve geri primerler i¢in

annealing derecesi optimize edilerek 56 °C sicaklik kullanildi (Tablo 2).

Tablo 2: p16 geni PZR Cogalma Kosullar

°C SURE DONGU SAYISI
95 5dk 1

94 45 sn

56 45 sn 35

72 45 sn

72 5dk 1
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MDM2 Gen Polimorfizmini tespit etmek i¢in kullanilan ileri ve geri primerler ig¢in

annealing derecesi optimize edilerek 57 °C sicaklik kullanildi (Tablo 3).

Tablo 3: MDM2 geni PZR Cogalma Kosullari

°C Sire Dongii Sayisi
95 5dk 1

94 45 sn

57 45 sn 35

72 45 sn

72 5dk 1

3.5.1.5. PZR URUNLERININ AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ YONTEMi iLE
KONTROLU

3.5.1.5.1. %2’LIK AGAROZ JEL HAZIRLANMASI:

4 gr. agaroz (Invitrogen) tartilarak erlen igine konuldu. Uzerine son hacim 200 ml. olacak

sekilde 1X TBE tamponu eklenerek, mikrodalga firinda kaynatma yolu ile ¢6ziindiirtildii.

Erlenin sicakligi elle tutulabilecek sicakliga diistiigiinde (50-55°C ) ¢6ziinmiis agaroz jel

icine 4,5 pl etidyum bromiir (10mg/ml) ilave edildi.

Hazirlanan jel yatay jel yatagi i¢ine dokiilerek, yiikkleme kuycuklariin olugmasi icin tarak

yerlestirilerek donmaya birakildi.

Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve jel o6rnek yiiklenmesi i¢in hazir duruma

geldi.

3.5.1.5.2. PZR URUNLERININ %2’LiK JELE YUKLENMESI:

%?2’lik jel hazirlandiktan sonra 1X TBE tamponu iceren jel tanki ic¢ine uygun sekilde

konuldu.
Agaroz jelin Gzerini 2-3 ml gececek sekilde 1X TBE tamponu jel tizerine eklendi.

7 ul PZR firiiniine, 3 pl yiikleme tamponu (6X) eklenip pipetleme yapilarak karistirildi. 10
ul’lik 6rnek karigimi kuyucuklara sirasiyla ytiklendi.
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Yiikleme isleminden sonra jel tankinin kapagi kapatildi. Gii¢ kaynag (E-C apparatus
Corporation, E-C4000P) 500 miliamper 120 volt elektrik glciine ayarlanarak elektroforez jel
yiriitiilmesi gerceklestirildi.

3.5.1.6. p16 GENINE AIT PZR URUNLERINDE RFLP YONTEMININ UYGULANMASI

Mspl enzimi 10X Buffer Tango ile birlikte p16 540C—G gen polimorfizminin belirlenmesi

icin kullanildi. Mspl enziminin tanidig1 dizi ve kesim yeri sekil 3’te gdsterilmistir.

5..CYCGG...3
3’..GGC,C...5’

Sekil 3: Mspl Restriksiyon Enzimine Ait Kesim Tanima Bo6lgesi
PZR {iriinii saptanmis orneklerden toplam hacmi 10 pl olacak sekilde restriksiyon enzim
kesimi Tablo 4’te belirtilen ¢ozeltilere, Mspl enziminin eklenmesi ile gerceklestirildi. Bu kesim

isleminde kulanilan enzim i¢in optimum sicaklik 37°C’de 16 saat olmustur.

Tablo 4: Mspl Enzimi Kesim Protokoli

Kimyasallar Kullanilan Hacim
PZR Grini 5ul
Distile Su 4,5ul
10X Buffer 0,5ul
Enzim 0,3ul

Haelll enzimi 10X Buffer Tango ile birlikte pl6 580C—T gen polimorfizminin

belirlenmesi i¢in kullanildi. Haelll enziminin tanidigi dizi ve kesim yeri sekil 4’te gosterilmistir.

5..6GYcc...3’
3'..CC,GG..5’

Sekil 4: Haelll Restriksiyon Enzimine Ait Kesim Tanima Bolgesi
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PZR iirtinii saptanmis orneklerden toplam hacmi 10 ul olacak sekilde restriksiyon enzim
kesimi Tablo 5°te belirtilen ¢ozeltilere, Haelll enziminin eklenmesi ile gergeklestirildi. Bu kesim

isleminde kulanilan enzim i¢in optimum sicaklik 37°C’de 16 saat olmustur.

Tablo 5: Haelll Enzimi Kesim Protokol(

Kimyasallar Kullanilan Hacim
PZR Grini 5ul
Distile Su 4,5ul
10X Buffer 0,5ul
Enzim 0,3ul

3.5.1.7. MDM2 GENi PZR URUNUNDE RFLP YONTEMININ UYGULANMASI

MspAll enzimi 10X Buffer Tango ile birlikte MDM2 T—G gen polimorfizminin

belirlenmesi igin kullanildi. MspA 11 enziminin tanmidig1 dizi ve kesim yeri sekil 5’te gosterilmistir.

5..GYANTC...3’
3'..CTNA,G...5’

Sekil 5: MspA1ll Restriksiyon Enzimine ait kesim tanima bolgesi

PZR iiriinii saptanmig 6rneklerden toplam hacmi 10 pl olacak sekilde restriksiyon enzim
kesimi Tablo 6’da belirtilen ¢ozeltilere, MspA 11 enziminin eklenmesi ile gergeklestirildi. Bu kesim

isleminde kulanilan enzim i¢in optimum sicaklik 37°C’de 16 saat olmustur.

Tablo 6: MspAll Enzimi Kesim Protokoli

Kimyasallar Kullanilan Hacim
PZR Urdna 5ul
Distile Su 4,5ul
10X Buffer 0,5ul
Enzim 0,3ul
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3.5.1.8. ENZIiM KESIiM URUNLERININ AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ YONTEMIi
iLE KONTROLU

%?3’liik agaroz jel hazirlandi. Kesim {irlinlerinden 10 pl ve ylikleme tamponundan 3 pl
aliarak karistirthp %?3’liikk agaroz jeldeki kuyulara yiikleme yapildi. Kesim firiinleri 50 bg’lik
DNA molekiiler marker ile birlikte yiiriitiildii. Yiiriitme sonrasi jel tizerindeki bantlar, UV 1s1k (304

nm) altinda incelendi.
3.5.1.8.1. MSPI ENZiM KESIiM SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

Kesim islemi yapilmadan 6nce elde edilen PZR {iriinlerinin bant biiyiikliiklerinin 181 b¢
oldugu saptandi. Mspl enzimi ile kesim sonrasinda sadece 181 bg¢’lik bant goriildiigiinde GG
(homozigot mutant), 181, 104 ve 77 b¢’lik bantlar gortildiigiinde CG (heterozigot mutant), 104 ve
77 b¢’lik bantlar goriildiigiinde ise CC (homozigot dogal) genotip olarak degerlendirildi (Sekil 6).

ﬂﬁrﬁme Yonii GG cG cc \

Yiikleme Kuyusu

250bg

20006 oum—
150bg

100bg

K 50bg j

Sekil 6: RFLP sonrasi olusabilecek p16 540C—G polimorfizmine ait DNA pargalarinin % 3’lik
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agaroz jeldeki bant seklinin sematik goriintiisii.

3.5.1.8.2 Haelll ENZiM KESIiM SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

Kesim islemi yapilmadan once elde edilen PZR Urlnlerinin bant biyukliklerinin 181 bg
oldugu saptandi. Haelll enzimi ile kesim sonrasinda sadece 181 b¢’lik bant goriildiiglinde TT
(homozigot mutant), 181, 142 ve 39 b¢’lik bantlar goriildiigiinde CT (heterezigot mutant), 142 ve
39 be’lik bantlar goriildiigiinde ise CC (homozigot dogal) genotip olarak degerlendirildi (Sekil 7).
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ﬂﬁrﬁme Yonii cT cC \

Yiikleme Kuyusu 1T

250b¢

200bg b " " g

150bg¢ [ R —
100bg

\Sobg | )

Sekil 7: RFLP sonrasi olusabilecek p16 580 C—T polimorfizmine ait DNA pargalarinin % 3’liik

agaroz jeldeki bant seklinin sematik goriintiisii.

3.5.1.8.3. MSPA1I ENZiM KESiM SONUCLARININ DEGERLENDiRILMESIi

Kesim iglemi yapilmadan once elde edilen PZR iirlinlerinin bant biiyiikliiklerinin 237 bg
oldugu saptandi. MspAll enzimi ile kesim sonrasinda sadece 237 bg¢’lik bant goriildiigiinde TT
(homozigot mutant), 237, 189 ve 48 bg’lik bantlar goriildiigiinde GT (heterezigot mutant), 189 ve
48 be’lik bantlar goriildiigiinde ise GG (homozigot dogal) olarak degerlendirildi (Sekil 8).

ﬂﬁrﬁme Yoni T GT GG \

Yiikleme Kuyusu

250bg A— —

200bg —
150b¢

100bg

N ‘ ¥

Sekil 8: RFLP sonrasi olusabilecek MDM2 genine ait DNA pargalarinin % 3’liik agaroz jeldeki

bant seklinin sematik goriintlisti

3.3.1.9. SERUMDA PROLAKTIN DUZEY TAYIN PROTOKOLU
Serum Orneklerinde prolaktin seviyesi tayini ELISA yontemi ile “Diametra’ ticari kiti
kullanilarak gerceklestirilmistir. Calisma oncesinde kit icerisindeki tiim soliisyonlar ve ornekler

oda 1s1s1na getirilmistir.
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1. Standartlardan 50’ pl olmak lzere Sekil 9°da gosterildigi gibi kuyucuklara yiiklenmistir.
Her bir standart ¢ift caligilmistir.

2. Kalan diger kuyucuklara ise 50’ser pl serum orneklerinden ve tim kuyucuklara 100 pl
antibody anti prolaktin konjugat (Horseradish (HRP) ve anti prolaktin biotin isaretli)
eklenmistir.

3. Odasisinda 1 saat inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyondan sonra kuyucuklar icerisindeki tiim sivilar aspire edilerek 300’ser ul’lik
yikama soliisyonu ile 3’er defa yikanmistir. Yikama 6ncesinde 10X konsantrasyondaki
20ml yikama soliisyonuna 50 ml distile su eklenerek 1X konsantrasyonda 500ml yikama
sollisyonu hazirlanmistir.

5. Yikamanin ardindan kuyucuklara 100 ul TMB substrat (H202) solisyonu eklenerek 15
dakika karanlikta inkiibe edilmistir.

6. Inkiibasyon sonrasi her bir kuyucuga 100 pl durdurma soliisyonu (stlfiirik asit) eklenip,
iyice karistirllmistir. (Kuyucuklarin rengi stop soliisyon eklendiginde maviden sariya
donmiistiir.)

7. 5 dakika igerisinde 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda okuma yapilmstir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
006090000006
\ ] |\ ] |\ )

i | | i
100ng/ml 50ng/ml 25ng/ml  10ng/ml 5ng/ml  Ong/ml

Sekil 9: Standartlarin kuyucuklara yiiklenmesi
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4. BULGULAR
4.1. PZR URUNLERININ KONTROLUNE AiT BULGULAR
4.1.1. p16 540C—G VE P16 580C—T POLIMORFIiZMLERI PZR URUNLERINE AIT

BULGULAR
pl6 gen bdlgesinin polimorfizmine ait PZR drinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek
kontrol edildi. Agaroz jelde ilgili gen varyasyonunun tespiti icin 181 b¢’lik 6zgiil PZR {iriiniine ait

bantlar elde edildigi gozlendikten sonra bu PZR {iriinlerinin Mspl ve Haelll enzimleri kullanilarak

kesimi gergeklestirildi (Sekil 10).

Sekil 10: pl6 geni primerleriyle ¢ogaltilan 181 bg’lik PZR iirtinlerinin %2’lik agaroz jeldeki

goruntusi. Marker: MBI Fermentas 50 b¢ DNA marker

4.1.2. MDM2 SNP309T—G POLIMORFIZMi PZR URUNLERINE AIT BULGULAR
MDM2 gen bhdlgesinin polimorfizmine ait PZR Urinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiillerek

kontrol edildi. Agaroz jelde ilgili gen varyasyonunun tespiti i¢cin 237 b¢’lik 6zgiil PZR {iriiniine ait

bantlar elde edildigi gézlendikten sonra bu PZR iiriinlerinin MSPA11 enzimi kullanilarak kesim

gerceklestirildi (Sekil 11).

50 b¢ Marker

!
N N TEE S S
—
ey
R TR

Sekil 11: MDM2 geni primerleriyle ¢ogaltilan 237 b¢’lik PZR firiinlerinin %2’lik agaroz jeldeki
gorintusi. Marker: MBI Fermentas 50 b¢ DNA marker
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4.2. KESiM URUNLERININ KONTROLUNE AiT BULGULAR

4.2.1. RFLP YONTEMI MSPI ENZIM KESIMi ILE p16 540C—G POLIMORFIZMIi
KESIM URUNLERINE AIT BULGULAR

pl6 genine ait PZR iiriinleri %2’lik agaroz jele yiiklenip kontrol edildikten sonra, p16
540C—G dUrdnlerinin eldesi icin Mspl ve pl6 580C—T drinleri icin Haelll enzim kesimleri
uygulandi. Kesim sonrasi elde edilen tiriinler %3 liik agaroz jel elektroforez yontemiyle yiiriitiildii.
pl6 540C—G polimorfizminde Mspl enzim kesimi sonucu 181 bg¢’lik tek band veren 6rnekler
homozigot mutant (GG) olarak, 104 bg ve 77 bg’lik iki bant veren orneklerde homozigot dogal
(wild) tip (CC) seklinde degerlendirilirken, 181 bg, 104 bg ve 77 b¢ olmak iizere ii¢ bant veren
ornekler ise heterozigot mutant (CG) olarak degerlendirildi. p16 580C—T polimorfizminde Haelll
enzim kesimi sonucu 181 b¢’lik tek band veren ornekler homozigot mutant (TT) olarak
degerlendirilirken, 142 bg ve 39 bg’lik iki bant veren drneklerde homozigot dogal (wild) tip (CC);
181 bg, 142 bc ve 39 b¢ olmak (zere i¢c band veren érnekler ise heterozigot mutant (CT) olarak
degerlendirildi (Sekil 13).

1. ve 2. kuyucuklar 181, 104 ve 77 bg heterozigot tip (CG); 3. ve 4. kuyu 181 b¢ homozigot
mutant (GG); 5. kuyu 104 ve 77 bg¢ homozigot dogal tip (CC). Marker: Fermentas 50b¢ marker
(Sekil 12).

I T -104b§

L ] pr—
TN —
181bg 77b¢

Sekil 12: Mspl enzim kesimi sonucunda urunlerin %3’liik agaroz jeldeki goriintiisii

1. ve 2. kuyucuklar 181, 142 ve 39 b¢ heterozigot tip (CT); 3.,4., ve 5. kuyu 142 ve 39 bg
homozigot dogal tip (CC); 6. kuyu 181 bg homozigot mutant (TT). Marker: Fermentas 50b¢ marker
(Sekil 13).
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Sekil 13: Haelll enzim kesimi sonucunda Grlinlerin %3’liik agaroz jeldeki goriintiisii

4.2.2. RFLP YONTEMi MSPI1I ENZiM KESIiMi iLE MDM2 SNP309T—G
POLIMORFIiZMIi KESIiM URUNLERINE AiT BULGULAR

MDM2 genine ait PZR firiinleri %2’lik agaroz jele yiiklenip kontrol edildikten sonra,
MDM2 T309G fiiriinlerinin eldesi icin MspA 11 enzim kesimi uygulandi. Kesim sonrasi elde edilen
iiriinler %3’liikk agaroz jel elektroforez yontemiyle yiiriitiildii. MspA 11 enzim kesimi sonucu 237
be¢’lik tek band veren o6rnekler homozigot mutant (TT) olarak, 189 b¢ ve 48 be¢’lik iki bant veren
orneklerde homozigot dogal (wild) tip (GG) seklinde degerlendirilirken, 237 bg, 189 b¢ ve 48 bg

olmak tizere (i¢ bant veren drnekler ise heterozigot mutant (GT) olarak degerlendirildi.

2.,4. ve 5. kuyucuklar 237, 189 ve 48 b¢ heterozigot tip (GT); 1.ve 6. kuyucuklar 237 bg
homozigot mutant (TT); 3. ve 7. kuyucuklar 189 ve 48 b¢ homozigot dogal tip (GG). Marker:
Fermentas 50b¢ marker (Sekil 14)

Sekil 14: MspA 1l enzim kesimi sonucunda {irlinlerin %3’liik agaroz jeldeki goriintiisii
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4.3. ISTATISTIKSEL ANALIiZ SONRASINDA ELDE EDIiLEN BULGULAR

Tablo 7: Arastirma Grubu Genel Ozellikleri

Prolaktinoma (n= 74) Kontrol (n=100)
Yas (y1l) 354+11 32841
Cinsiyet (Kadin/Erkek) 59/15 78/22
Boy (cm) 164,7+9,2 162,2 £ 8,4
Kilo (kg) 71,8+ 15,8 62,4 £ 16,3
BMI (kg/m?) 2655 23,12
Prolaktin (ng/ml) 257,3 £ 366,2 136+4,9

BMI: “Body Mass Index”, Viicut Kitle Indeksi

Arastirma grubunun genel 6zellikleri Tablo 7°de gosterilmistir. Arastirmaya dahil edilen 74
hastanin yas ortalamasi 35,4 = 11 yil olup, yas araligir 18-68’dir. Arastirmaya dahil edilen 100
saglikli goniilliiden olusan kontrol grubunun ise yas ortalamasi1 32,8 + 4,1 yil olup yas aralig1 27-
45 yastir. Aragtirmaya katilan prolaktinomali hastalar ile kontrol grubu arasinda yas ortalamasi
bakimindan istatistiksel fark saptanmamustir (p>0,05).

Arastirmadaki prolaktinoma grubu 59 (%79,7) kadm, 15 (%20,3) erkek katilimcidan
olusurken; kontrol grubu 78 (%78) kadin, 22 (%22) erkek saglikli goniilliiden olusmaktadir.
Arastirmaya dahil edilen prolaktinomali hastalar ve kontrol grubu arasinda cinsiyet dagilimi
acisindan istatistiksel anlamli fark saptanmamustir (p>0,05).

Arastirmaya katilan hastalarin boy ortalamasi 164,7 = 9,2 c¢m, kilo ortalamasi 71,8 = 15,8
kg olarak &l¢iilmiis olup viicut kitle indeksi (BMI “Body Mass Index”) ortalamasi 26,5 + 5 kg/m?
olarak hesaplanmistir. Arastirmaya katilan kontrol grubunun ise boy ortalamas1 162,2 + 8,4 cm,
kilo ortalamasi 62,4 + 16,3 kg olarak &lciilmiis olup ortalama BMI 23,1 + 2 kg/m? olarak
hesaplanmistir. Arastirmaya katilan prolaktinomali hastalarda BMI kontrol grubuna gore anlamli
olarak yiiksek saptanmistir (p<0,0001).

Arastirmaya katilan hasta grubunda ortalama prolaktin degeri 257,3 + 366,2 ng/ml
saptanirken kontrol grubunda bu deger 13,6 = 4,9 ng/ml olarak saptanmistir (p<0,0001).
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Tablo 8: Arastirma Grubu Cinsiyete Gore Prolaktin Dagilim1

Kadin Erkek p
Prolaktin Hasta 215,8 +337,8 451,8 +462,9 0,036
(ng/ml) Kontrol 14+5.2 11,8+£2,6 >0,05

Degerler ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.

Aragtirmaya katilan hasta grubunda kadinlarin prolaktin ortalamasi 215,8 + 337,8 ng/ml
iken erkeklerin prolaktin ortalamasi 451,8 + 462,9 ng/ml anlaml olarak yiiksek saptanmistir
(p=0,036). Kontrol grubunda ise kadimnlarin prolaktin ortalamasi1 14 + 5,2 ng/ml saptanirken
erkeklerin prolaktin ortalama degeri 11,8 = 2,6 ng/ml saptanmistir. Kontrol grubunda kadin ve
erkekler arasinda prolaktin degerinde anlamli farklilik saptanmamistir (Tablo 8).

Tablo 9: Prolaktinoma Hastalarinin Cinsiyete Gére Ozellikleri

Kadin Erkek
(n=59) (n=15)
Adenom Tipi (n, %)
Mikroadenom 41 (69,5) 5 (33,3)
Makroadenom 18 (30,5) 10 (66,7)
Galaktore (n, %) 20 (33,8) 0
Gorme Alam Defekti (n, %) 1(1,7) 1(6,7)

Arastirmaya katilan hastalarin 46’sinda (%62,2) mikroadenom saptanirken, 28’inde
(%37,8) makroadenom tespit edilmistir. Kadin hastalarin 41’inde (%69,5) mikroadenom
saptanirken 18’inde (%30,5) makroadenom saptanmustir. Erkek hastalarin ise 5’inde (%33,3)
mikroadenom saptanirken, 10’unda (%66,7) makroadenom saptanmistir. Erkek hastalarda
makroadenom goriilme siklig1 kadin hastalara gore yiiksek olup aradaki fark istatistiksel olarak
anlamlihiga ulasmistir (p=0,016, OR: 4.55, %95 CI: 1,36-15,25). Arastirmaya katilan
prolaktinomali kadin hastalarin 20’ sinde (%33,8) galaktore saptanmis olup, galaktore goriilen tiim
hastalar1 kadinlar olusturmaktadir. Yine hasta grubunda gérme alan1 defekti olan 1 kadin ve 1 erkek

hasta tespit edilmistir (Tablo 9).
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Tablo 10: Prolaktinoma Hastalarinin Mikroadenom ve Makroadenom Olmasina Gore Genel

Ozellikleri
Mikroadenom Makroadenom
(n=46) (n=28) P
Yas 345+99 36,6 + 13 >0,05
Cinsiyet (Kadin/Erkek) 41/5 18/10 0,016
BMI (kg/m?) 259+4 27,7+6,3 >0,05
Prolaktin (ng/ml)
Tedavi Oncesi 123,4 £48,5 470,6 + 531,3 <0,0001
Tedavi Sonrasi 6,9+7,3 105+17,7 >0,05
Prolaktin Diizeyinde Azalma (%) 94+59 96 + 6,2 >0,05
Tumoér Boyutu (mm)
Tedavi Oncesi 55+28 18,6 + 10,9 <0,0001
Tedavi Sonrasi 3,1+2,6 9,2+6,4 <0,0001
Tumor Boyutunda Azalma (%) 52,4 + 33,9 51,2+311 >0,05
Kabergolin Dozu (mg/hafta) 1+£04 1,2+0,9 >0,05

Arastirmaya katilan hasta grubunda makroadenom ve mikroadenomu olanlarin genel
ozellikleri incelendiginde yas, BMI, tedavi sonrasi prolaktin diizeyi, tedavi ile prolaktin diizeyinde
gorllen azalma, tiimor boyutunda azalma ve kabergolin dozu agisindan iki grup arasinda fark
saptanmamustir (Tablo 10). Tedavi dncesi prolaktin diizeyi makroadenomu olanlarda 470,6 +531,3
ng/ml, mikroadenomu olanlarda ise 123,4 +48,5 ng/ml 6l¢iilmiis olup, makroadenomu olanlarda

anlamli olarak yiiksek saptanmistir (p<0,0001).

Tablo 11’da prolaktinomali hastalarda yas, BMI, prolaktin diizeyi, timdr boyutu ve
kabergolin dozu degerlerindeki korelasyonlar verilmistir. Buna gore hasta grubunda bakilan BMI
iyi derecede iliskili saptanmistir (p<0,001 r=0,515). Prolaktin dlzeyinde azalma tedavi 6ncesi
prolaktin diizeyiyle orta derecede iliskili (p=0,019 r=0,279), tedavi sonrasi1 prolaktin diizeyiyle ise
iyi derecede negatif yonde iliskili bulunmustur (p<0,001 r=-0,732). Tedavi oncesi timdr boyutu
tedavi Oncesi prolaktin diizeyiyle iyi derecede iliskili iken (p<0,001 r=0,719), prolaktin azalmasiyla
orta derecede iligkili oldugu gosterilmistir (p=0,034 r=0,256). Tedavi Sonrasi timér boyutu ise
tedavi Oncesi prolaktin diizeyi ve tedavi oncesi kitle boyutuyla iyi derecede iliskili bulunmustur
(p<0,001r=0,569), (p<0,001 r=0,638). Ayrica ortalama kabergolin dozu ile tedavi sonrasi prolaktin
diizeyi ve tedavi Oncesi timor boyutu arasinda orta derecede anlamli iligki saptanmigtir (p<0,001
r=0,443), (p=0,017 r=0,284).
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Tablo 11: Prolaktinomali Hastalarda Yas, BMI, Prolaktin Diizeyi, Tiim6r Boyutu ve Kabergolin Dozu Degerlerinde
Korelasyonlar

Prolaktin Dizeyi Timor Boyutu
BMI Prolaktin Tumor
Yas (ka/m?) Tedavi | Tedavi | Duzeyin | Tedavi | Tedavi | Boyutu
g Oncesi | Sonrasi de Oncesi | Sonrasi nda
Azalma Azalma
Pearson x
aM/ImZ) Korelasyon 15
g p degeri 000
. Pearson
— -giiae\;: Korelasyon 016 120
& p degeri 893 | 317
= : Pearson
&) - - -
= gggﬁ;’;l Korelasyon 010 083 054
E p degeri ,935 ,490 ,653
© | Prolaktin | Pearson i x | 720w
% | Duzeyinde | Korelasyon /039 093 219 132
Azalma p degeri , 751 442 ,019 ,000
. Pearson wx | *
'(gen(i?a\;: Korelasyon ,010 ,108 ,719 ,037 ,256
2 p degeri ,931 ,364 ,000 , 763 ,034
=y : Pearson
o - _ *x *x
0 ggg?;/; Korelasyon ,016 ,047 | 569 ,123 ,063 ,638
2 p degeri ,894 ,700 ,000 ,309 ,608 ,000
S . .
= | TUmor Pearson ) ) .
Boyutunda | Korelasyon ,105 231 ,030 ,193 ,132 ,054 615
Azalma p degeri 443 ,087 ,824 ,154 ,338 ,693 ,000
. Pearson i o ) -
gggﬁrgolm Korelasyon 117 ,009 ,208 443 172 ,284 ,051 ,087
p degeri ,332 ,942 ,081 ,000 ,155 ,017 673 524

p16 540C—G gen polimorfizmi sonuglar1 degerlendirildiginde, genotip dagilimi agisindan
prolaktinomal1 hastalar ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir.
GG genotipi hasta grubunda %?5,4, kontrol grubunda ise %5 saptanarak iki grupta da en az goriilen
genotip olmustur. pl6 540C—G gen polimorfizmine ait allel frekanslar1 degerlendirildiginde
prolaktinomali hasta grubu ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmamustir (p>0,05) (Tablo 12).
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Tablo 12: Prolaktinomali Hasta ve Kontrol Grubunda pl6 540C—G ve 580C—T Gen

Polimorfizmlerine Ait Genotip ve Allel Dagilimlari

Genotip ve Alleller Prolﬁlict;goma Kno?ot/gg)l p
pl6
540C—G
CC 49 (66,2) 57 (57)
CG 21 (28,4) 38 (38) >0,05
GG 4 (5,4) 5 (5)
C Alleli 119 (80,4) 152 (76)
G Alleli 29 (19,6) 48 (24)
pl6
580C—T
CC 61 (82,4) 85 (85)
CT 13 (17,6) 13 (13) >0,05
1T 0 (0) 2 (2)
C Alleli 135 (91,2) 183 (91,5)
T Alleli 13 (8,8) 17 (8,5)

p16 580C—T gen polimorfizmi sonuglar1 degerlendirildiginde, genotip dagilim1 agisindan

kontrol grubu ve prolaktinomali hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir.

plé 580C—T gen polimorfizmine ait allel frekanslar1 degerlendirildiginde prolaktinomali
hastalarda ki allel frekanslar1 (C allel; %91,2, T allel; %8,8) kontrol grubu ile (C allel; %91,5, T

allel; %8,5) karsilastirildiginda oldukca yakin degerlerde olduklar1 ve aralarinda istatistiksel

anlamli bir farkin olmadigi saptanmistir. TT genotipi prolaktinoma hastalarinda goriilmezken,

kontrol grubunda da oldukga diisiik frekansta gozlenmistir (%2) (Tablo 12).

Tablo 13: Prolaktinomali
Polimorfizmlerine Ait Genotip ve Allel Dagilimlari

Hasta ve Kontrol

Grubunda MDM2 SNP309T—G Gen

. Prolaktinoma Kontrol
Genotip ve Alleller n (%) n (%) P
MDM2
SNP309 (T—G)
TT 23 (31,1) 25 (25)
TG 35 (47,3) 50 (50) >0,05
GG 16 (21,6) 25 (25)
T Alleli 81 (54,7) 100 (50)
G Alleli 67 (45,3) 100 (50)

MDM2 SNP309T—G gen polimorfizmi sonuglar1 degerlendirildiginde, genotip dagilimi

acisindan prolaktinoma hastalar1 ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
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saptanmamistir (p>0,05). MDM2 SNP309T—G gen polimorfizmine ait allel frekanslari
degerlendirildiginde, prolaktinomali hastalarda (%54,7) T allel frekansi kontrol grubuna (%50)
gore daha yiiksek saptanmis, G allel frekansi da prolaktinomali hastalarda (%45,3) kontrol grubuna
(%50) gore daha diisiik frekansta saptanmistir. Ancak aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli

olmadigi goriilmistiir (p>0,05) (Tablo 13).

Prolaktinoma hastalarinin pl6 540C—G polimorfizmine gore genel oOzellikleri
incelendiginde cinsiyet, tedavi Oncesi ve sonrasi prolaktin diizeyi, 1 yillik dopamin agonisti tedavisi
sonrasi prolaktin diizeyinde, tiimor boyutunda azalma ve hastalara verilen ortalama haftalik
kabergolin dozu parametreleri ile aralarinda istatistiksel anlamli bir farklilik bulunamamistir
(p>0,05) (Tablo 14).

Tablo 14: Prolaktinoma Hastalarinin p16 540C—G Polimorfizmine Gore Genel Ozellikleri

CC CG GG
(n=49) (n=21) (n=4)
Cinsiyet n (%)
Kadin 42 (85,7) 17 (81) 2 (50)
Erkek 7 (14,3) 4 (19) 2 (50)
Prolaktin (ng/ml)
Tedavi Oncesi | 254 + 393,3 212,8 +293,2 | 549,6 +435,4
Tedavi Sonrasi 9,3+14,7 71+75 3,7+2,6
Prolaktin Diizeyinde Azalma (%) 945+6,3 945+59 98,8+6,1
Tumor Boyutu (mm)
Tedavi Oncesi 10,2+9,4 9,1£55 22,5+ 19,6
Tedavi Sonrasi 55+54 52+47 6,3+9,5
Tiumor Boyutunda Azalma (%) | 51,3+314 46 + 33,8 82,2 +£20,9
Tumoér Boyutunda Azalma n (%)
<50 % 13 (32,5) 9 (45) 0 (0)
>50 % 27 (67,5) 11 (55) 4 (100)
Kabergolin Dozu (mg/hafta) 1,1+0,7 1+0,3 1,1+0,6




Tablo 15: Prolaktinoma Hastalarinin p16 580C—T Polimorfizmine Gore Genel Ozellikleri

CC CT TT
(n=61) (n=13) (n=0)
Cinsiyet n (%)
Kadin 52 (85,2) 9 (69,2) -
Erkek 9 (14,8) 4 (30,8) -
Prolaktin (ng/ml)
Tedavi Oncesi | 260,2 +379,2 | 248,6 + 340,4 -
Tedavi Sonrasi 85+134 7,7+6,2 -
Prolaktin Diizeyinde Azalma (%) 95+ 6 93,4+6,4 -
Tumor Boyutu (mm)
Tedavi Oncesi 10,7 +9,8 10+8,8 -
Tedavi Sonrasi 54+5,3 59+59 -
Tiumor Boyutunda Azalma (%) | 52,4 +£ 32,8 49 + 31,6 -
Tumoér Boyutunda Azalma n (%)
<50 % 18 (34) 4 (36,4) -
>50 % 35 (66) 7 (63,6) -
Kabergolin Dozu (mg/hafta) 1,1+0,7 1+£0,3 -

pl6 580C—T polimorfizmine bakildiginda prolaktinoma grubunda TT genotipi tasiyan

hasta saptanmamuistir. Genotip dagilimina gore genel 6zellikleri incelendiginde ise cinsiyet, tedavi

Oncesi ve sonrasi prolaktin diizeyi, 1 yillik dopamin agonisti tedavisi sonrasi prolaktin diizeyinde,

timor boyutunda azalma ve hastalara verilen ortalama haftalik kabergolin dozu parametreleri ile

aralarinda istatistiksel anlamli bir farklilik bulunamamustir (p>0,05) (Tablo 15).

Tablo 16: Prolaktinoma Hastalarinin MDM?2 Polimorfizmine Gore Genel Ozellikleri

TT TG GG
(n=23) (n=35) (n=16)
Cinsiyet n (%)
Kadin 20 (87) 28 (80) 13 (81,2)
Erkek 3(13) 7 (20) 3(18,8)
Prolaktin (ng/ml)
Tedavi Oncesi | 260,9 +336,3 | 296,3 + 451,8 174,6 £ 185
Tedavi Sonrasi 64+7,1 10,4 + 16,8 6,4+52
Prolaktin Diizeyinde Azalma (%) 94,7 + 6,6 949+6,1 94,7+5,7
Tumor Boyutu (mm)
Tedavi Oncesi 10,7 +11,2 10,9 + 10 9,7+55
Tedavi Sonrasi 4+47 6,8 +5,7 46+49
Tumor Boyutunda Azalma (%) 64,4 + 31 41,7+ 29 54 + 36,1
Tumoér Boyutunda Azalma n (%)
< %50 3 (15) 16 (53,3) 3(21,4)
> %50 17 (85) 14 (46,7) 11 (78,6)
Kabergolin Dozu (mg/hafta) 1+0,6 12+0,7 1+£0,2
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Prolaktinoma hastalarnin MDM2 SNP309T—G polimorfizmine gor genel 6zellikleri

incelendiginde anlamli bir farklilik bulunamamstir (p>0,05) (Tablo 16).

Tablo 17: Prolaktinoma Hastalarinda MDM2 Polimorfizmine Gére Tumér Boyutu

S Tumdr Boyutunda Azalma
MDM2 SNP309T—G Genotipleri > %450 < %50
TG (n, %) 14 (46,7) 16 (53,3)
TT+GG (n, %) 28 (82,4) 22 (17,6)

Tablo 17°de prolaktinoma hastalarinda MDM2 SNP309T—G polimorfizmine gore, timaor
boyutunda azalma homozigot ve heterozigot genotip tasiyanlar gruplandirilarak incelenmistir.
Homozigot genotip (TT+GG) tasiyanlarda timor boyutunda %50°den fazla azalma gosteren hasta
say1s1 heterozigot genotip tasiyanlara (TG) gore anlamli olarak yiiksek saptanmistir (p=0,003, OR:
0,18, ClI: 0,06-0,58).

Tablo 18: Prolaktinoma Hastalarinin Mikroadenom ve Makroadenom Olmasina Gore pl6
540C—G, p16 580C—T, MDM2 SNP309T—G Polimorfizmleri ve Allel Dagilimi

Genotipler Mikroadenom (n=46) Makroadenom (n=28)
n (%) n (%)
pl6 540C—G
CC 31 (67,4) 18 (64,3)
CG 14 (30,4) 7 (25)
GG 1(2,2) 3(10,7)
C Alleli 76 (82,6) 43 (76,8)
G Alleli 16 (17,4) 13 (23,2)
pl6 580C—T
CC 37 (80,4) 24 (85,7)
CT 9 (19,6) 4 (14,3)
TT 0 0
C Allel 83 (%0,2) 52 (92,9)
T Alleli 9 (9,8) 4(7,1)
MDM2 SNP309T—G
1T 16 (34,8) 7 (25)
TG 19 (41,3) 16 (57,1)
GG 11 (23,9) 5 (17,9)
T Alleli 51 (55,4) 30 (53,6)
G Alleli 41 (44,6) 26 (46,4)

Tablo 18’de prolaktinoma hastalarinin mikroadenom ve makroadenom olmasina gére p16
540C—G, p16 580C—T, MDM2 T—G polimorfizmleri ve allel dagilimi incelendiginde iki grupta

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir (p>0,05).
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5. TARTISMA

Prolaktinomalar, hipofiz adenomlarinin yaklasik %40’m1 olusturan laktotrop hicre
kaynakli fonksiyonel timérlerdir. Prolaktinomalarin patogenezi hala tartismali olmakla birlikte
hipofizer adenomlarinin monoklonal kdkenli oldugunun gosterilmesiyle, tiimor olusumunda daha
cok onkogenlerin aktivasyonu, progresyonunda ise ilave genetik mutasyonlar, 6zellikle tumor
supresor genlerin inaktivasyonu sorumlu tutulmustur (91). Prolaktinoma en sik hipofizer timor
olmasina ragmen ¢ok nadir cerrahi olarak ¢ikarildigindan laktotrop hiicre proliferasyonundaki
molekiiler olaylarla ilgili bilgiler diger hipofizer tiimor tiplerine gore daha sinirlidir ve yapilan
molekiiler biyolojik ¢alismalar daha ¢ok atipik prolaktinomalar iizerinde olmustur (6). Bunun bir
sonucu olarak simdiye kadar yapilmis ¢aligmalarla timor patogenezinde yer alan hiicresel
mekanizmalar incelenmis olsa da tiimor olusumu ve Klinik parametrelerle iliskili faktorler tam
olarak aydinlatilamamistir. Calismamizda bu hiicresel mekanizmalar iginde 6nemli bir yeri olan
CDK’larin diizenlenmesinde etkili p16 geni ve apopitoz regilasyonunda rol alan MDM2 geni
polimorfizmlerinin, prolaktinoma gelisimindeki rolu ve Kklinik parametrelerle iligkisi

degerlendirilmistir.

pl6 geni hiicre dongiisiinde G1/S geg¢isinin negatif regilasyonunda rol alan énemli bir
timor supresor gendir (92). pl6INK4A/p14ARF/pl5 timor supresor lokuslarmi kodlayan 9p21
kromozom bolgesi delesyonunun da gesitli insan dokularinda tiimoral olusuma neden oldugu
gosterilmistir (93, 94). Ayrica, 9p21 bolgesinde promotdr hipermetilasyonunun, heterozigotluk ve
homozigotluk kaybinin p16 ekspresyon eksikligine neden oldugu ve p16 iliskili neoplazilere yol
acan 6nemli mekanizmalar arasinda yer aldig1 gesitli ¢alismalarda gosterilmistir (95, 96). pl16
promotdr bolgesindeki CpG adalarinin hipermetilasyonunun insan kolorektal kanserlerinde hicre
cogalmasini hizlandirdigr ve tiimor invazyonunu artirdigi gosterilirken (97), diger bir ¢alismada
sistozomal mesane kanserleri ve skuamdéz hiicreli karsinomlarda pl6 ve pl5 ekspresyonunda
degisiklikler ve TGF alfa asir1 ekspresyonu varligi gosterilmistir (98). Yang ve ark.’nin yaptig bir
calismada azalmis pl6 ekspresyonunun iirotelyal karsinomlarin invazyon ve evresiyle iliskili
oldugu saptanmistir (99). pl6 ekspresyonunda artisin diferansiye olmus yetigkin insan beyin
dokusunda goésterilmesi, p16’nin insan beyninin gelisiminde ve olasi tiimor patogenezinde rolii
olabilecegini diisiindlirmiistiir (100). Daha sonra yapilan ¢alismalarda p16 geninde mutasyonel

degisiklikler anaplastik astrositom, glioblastom, hemanjiyoperistom ve pituiter adenomlar gibi
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intrakranyal timorlerde gosterilmistir (34, 51, 101, 102). Seamann ve ark. yaptig1 bir ¢alismada
hipofizer adenomlarda pl6INK4a gen degisiklikleri saptamis olup somatotrop ve kortikotrop
adenomlarda en Onemli mekanizmanin pl6 down-regiilasyonu oldugunu bildirmistir. Ayni
calismada CDKN2A/p16 inaktivasyonunun timor tipi ve boyutu ile iliskili oldugu ve p16 down-
reglilasyonunun tiimor baslangicindan ¢ok adenom progresyonu takibinde gozlendigi rapor
edilmistir (103). Benzer bir diger ¢alismada pl16INK4a metilasyonunun tiimor boyutu biiyiikligii
ile anlaml iligkili oldugu saptanmis ve pl6 inaktivasyonunun hipofizer tiimor olusumu, gelisimi
ve davranisinda 6nemli rol oynayabilecegi One siriilmiistir (104). TUmorlerde ve premalign
lezyonlarda uzamis yasam dongusii ile iliskili oldugu bilinen p16 kaybinin sik bulunmasi, bu
durumun timor olusumu ve rekirrensinin gosterilmesinde erken prognostik bir belirte¢ olarak

degerlendirilebilecegini desteklemektedir (38, 105).

Tek nikleotid polimorfizmi belirli bir baz pozisyonunda meydana gelen tek nikleotid
degisikligidir ve spesifik allel varyantlari ile kanser gelisimi iliskisi bir cok SNP calismasinda
bildirilmistir. p16 geninin 3’UTR bolgesinde bulunan 540C—G (rs=11515) ve 580C—T
(rs=3088440) polimorfizmleri bircok hiicresel yolagi etkileyerek tiimér gelisiminde rol
oynayabilmektedir. Ulkemizde yapilan bir ¢alismada p16 540C—G polimorfizminde C allel siklig
%77,4 iken G allel siklig1 %22,6 saptanmistir (106). Bu ¢alismaya ve Avrupa populasyonunda
gosterilmis  pl6  540C—G  polimorfizmine ait allel sikhiina benzer sekilde
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=9:21967700-
21968700;v=rs11515;vdb=variation;vf=22717) bizim ¢alismamizda da C allel siklig1 %76, G allel

siklig1 ise %24 bulunmustur. Calismamizda p16 580C—T polimorfizmine ait C allel siklig1 %91,5,
T allel siklig1 %8,5 saptanmis olup bu sonuglar da Avrupa populasyonunda gosterilen allel sikligi
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=9:21967660-
21968660;v=rs3088440;vdb=variation;vf=2689541) ile uyumludur.

Daha once yapilan bir ¢alismada, pl16 540C—G genotipi ile Ust gastrointestinal ve

ozefageal adenokarsinomlart arasinda herhangi bir iligki gosterilemezken (107), Sauroja ve ark.’in
yaptig1 ¢alismada p16 540C—G ve pl6 580C—T polimorfizmlerinin hastalik progresyonu ve
ailesel melanom riski ile iliskili oldugu gosterilmistir (108). Chen ve ark. her iki genotipin de
pankreas kanseri gelisimi riski agisindan anlamli olmadigin1 saptamiglardir (109). Baska bir
calismada ise p16 540C—G polimorfizmi ile ovaryan kanser gelisimi ve progresyon riski arasinda

iligki bulunamamistir. Buna ek olarak, iki polimorfizmin haplotipleri ve timor progresyonu
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arasinda da herhangi bir iligski bulunmamistir (110). Tuna ve ark. tarafindan Tiirkiye’de yapilmis
bir ¢alismada p16 (540C—G ve pl6 580C—T) ve MDM2 polimorfizmlerinin kolorektal kanser
olusumu ve progresyonundaki rolii incelenmistir (111). Calismada hasta ve kontrol grubu arasinda
pl6 540C—G polimorfizmi dagiliminda anlamli fark saptanirken kombine genotip analizlerinde
baz1 klinik parametrelerle anlamli iliskiler saptanmistir. Cander ve ark. iilkemizde yapilan bir
calismada ilk kez prolaktinomali hastalarda pl6 540C—G polimorfizmi ve timor davranist
iligkisini incelemistir. Bahsi gegen g¢alismada pl16 540C—G polimorfizmi ile tiimor davranisi
arasinda bir iliski saptanmazken yiiksek proliferatif kapasitenin bir gostergesi olan Ki67 indeksi
artmis olan hastalarda ve dev prolaktinomalarda CG genotipi sikliginda istatistiksel anlamliliga
ulagsmayan bir artig saptanmistir (106). Calismamiz giincel literatiir verilerine gore prolaktinomali
hastalarda p16 (540C—G, p16 580C—T) ve MDM2 (SNP309 T—G) polimorfizmleri ile timor
gelisimi ve klinik parametreler arasinda iligskiyi degerlendiren ilk ¢alismadir. Bir 6nceki ¢aligmayla
uyumlu olarak prolaktinoma hastalarinda pl6 540C—G polimorfizmi dagiliminda anlamli bir
farklilik saptanmamis, kontrol grubu ile hasta grubunda da benzer bir dagilim goriilmistiir.
Literatiirde yapilmis ¢alismalarin ¢oguna benzer sekilde klinik parametreler ve tedavi cevabi ile
polimorfizmler arasinda anlamli bir iliski gosterilememistir. Calismada makroadenomu olan hasta
grubunda p 16 540C—G ve p16 580C—T polimorfizmlerinin her ikisinde de homozigot dogal tip
olan CC genotipi daha sik goriilmekle birlikte muhtemel 6rneklem sayisi yetersizliginden bu fark
istatistiksel anlamliliga ulasmamistir. Daha fazla 6rneklem sayisi ile yapilacak ileri ¢aligmalar bu

farkin anlamlilig1 agisindan yon verici olacaktir.

G1 faz1 boyunca, hiicre siklusu aktivatorlerinden olan CDK4 ve CDKG6 Rb tlimor
baskilayici genini inaktive eder, CDKN2A’nin kodladigi transkriptlerden biri olan pl6 bu
aktivatorlerin inhibisyonunda rol alir. Bir diger transkript olan p14 ise p53’iin degradasyonundan
sorumlu olan MDM?2’yi inaktive etmektedir (112). MDM2 geni 12. kromozomun uzun kolunda
tanimlanmis ve insan sarkomlarinin tigte birinde gosterilmistir. MDM2 proteini, G1/S gecisinde
siklusu durdurarak p53’iin apoptoz etkisini engeller (39). MDM2, p53’iin fonksiyonlarini durduran
bir protein olmasinin yani sira p53’ten bagimsiz olarak da etkinlik gosterdigi bildirilmistir (113).
MDM2’nin timdr olusturma potansiyeli, insan timdrlerinde gen amplifikasyonu, transkripsiyon
ya da translasyon artigi gibi asir1 ekspresyon sebeplerinin gosterilmesiyle belirlenmistir (46).
Okamoto ve ark. yaptig1 bir calismada MDM?2 ve pl16’nin ileri evre 6zefageal skuamoz hiicreli

karsinomlarda kemoradyorezistans agisindan prediktif belirtecler olabilecegini gostermistir (114).

46



Yapilan basgka bir ¢alismada, kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri hastalarinda MDM2’nin kontrol
hastalarina gore 6 kat daha fazla eksprese oldugu, p53’iin ekspresyonunda ise 7 kat diisiis oldugu

gosterilmistir. Ayrica bu sonug hastalarin klinik parametreleriyle de iligkili bulunmustur (115).

Hipofizer tiimorlerin patogenezinde rolii oldugu bilinen sitokinler ve biiylime faktorleri gibi
hiicresel stres olusturabilecek etkenlerin p53 ve MDM2 yolagi iizerinden tiimor gelisimine katkida
bulunabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu hipoteze dayanarak, hipofizer tiimoérlerde MDM2 proteini
ekspresyonu ilk kez Suliman ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada gosterilmistir (116). p53 insan
kanserlerinde en ¢ok inaktive olan genlerden biri iken, hipofiz adenomlarinda p53 mutasyonu ¢ok
nadir gosterilmistir (117, 118). Bunun bir nedeni olarak; hipofiz timorleri patogenezinde timorin
maruz kaldigr hiicresel stresin p53 yolagma etkisinin, p53 mutasyonlarindan daha Onemli

olabilecegi ve p53’iin tiimor gelisimini baglatmayip prognozda rol alabilecegi tartigilmistir (119).

MDM2 geninin birinci intronunun 309.niikleotidinde meydana gelen T—G baz degisimi
MDM2 SNP309T—G (rs= rs2279744) olarak ifade edilir ve MDM2 protein diizeylerinin artigina
sebep olarak p53 apopitoz yolagmin baskilanmasina neden oldugu bildirilmistir (44). Ulkemizde
yapilan bir ¢alismada MDM?2 polimorfizminde T allel siklig1r %44,7 iken G allel siklig1 %55,3
olarak saptanmistir (111). Bununla uyumlu olarak ¢alismamizda T allel sikligr %50 ve G allel
siklig1 %50 olarak bulunmustur. Avrupa popilasyonunda T allel siklig1 %64, G allel siklig1 %36,
Asya popiilasyonunda ise T allel sikhigi %43, G allel sikligi %57 olarak gosterilmistir
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?r=12:68808300-

68809300;v=rs2279744;vdb=variation;vf=1937624). Calisma sonucumuz Asya populasyonuyla

daha ¢ok uyum gostermektedir.

Literatirde MDM2 polimorfizminin kanser gelisme riski ve prognoz tizerindeki etkisini
inceleyen bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Schmidt ve ark.’nin yaptig1 genis 6lcekli bir ¢alismada
MDM2 SNP309T—G ve p53 polimorfizmleri ile meme kanserli hastalar arasinda herhangi bir
iliski saptanmazken (120), Boersma ve ark. tarafindan 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada MDM2
SNP309T—G polimorfizmi ile meme kanserli hastalarin hayatta kalimlar1 arasinda giiclii bir iliski
oldugu gosterilmistir (121). Hirata ve ark. tarafindan 2007 yilinda renal hiicreli karsinomlu
hastalarda yapilan ¢alismada MDM2 polimorfizminin artmig renal kanser riski ile iligkili oldugu
gosterilmistir. Ayni ¢calismada MDM?2 GG genotipinin TT veya TG genotiplerine gore renal kanser

dokularinda anlamli olarak daha sik goriildiigi rapor edilmistir. Ayrica MDM?2 polimorfizmi kotu
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prognozla anlamli olarak iliskili bulunmustur (122). Hori ve ark. 2015 yilinda yapmis olduklari
caligmada, pankreatik duktal adenokarsinomlu ve kronik pankreatitli hasta grubu ile saglikli
goniilliiler arasinda MDM2 polimorfizmi agisindan anlamli bir farklilik gésterememislerdir. Ancak
yapilan Kaplan-Meier analizinde MDM?2 GG genotipinde diger genotiplere (TG, TT) kiyasla total
yasam beklentisinin daha kisa oldugu saptanmistir (123). Prostat kanserli hastalarda yapilan iki
calismada ise MDM2 SNP309T—G polimorfizmi genotipleri arasinda her hangi bir fark
saptanmamustir (124, 125). Meme, kolorektal ve akciger kanserleri ile yapilan calismalarin
degerlendirildigi bir meta analizinde, MDM2 SNP309T—G polimorfizminin meme ve kolorektal
kanser gelisim riskinde etkili olmadigi, ancak akciger kanserinde GG genotipinin TT genotipine
gore risk artisina neden oldugu rapor edilmistir (126). MDM2 polimorfizmi GG genotipinin
MDM2 RNA ve protein seviyelerini artirarak p53 inhibisyonu tizerinde etkili oldugu 6nceki
caligmalarda gosterilmis ve bircok kanser tipinde GG genotipinde risk artis1 saptanmis olmasina
karsin diger genotiplerde de risk artig1 nispeten daha az sayidaki ¢alismalarda gosterilmistir. Phang
ve ark. tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada G allelinin 16semi hastaliginin baslangici ve
ilerlemesi Uzerine predispozan bir etkisi olmadigi gibi cinsiyetten bagimsiz olarak hastalik riskini
azalttig1 tespit edilmistir. Chua ve ark.’nin Cin popiilasyonunda yaptigi bir diger ¢alismada ise
MDM2 TT genotipinin sigara igmeyen kadinlardaki akciger kanseri riski ile iliskili oldugu
bildirilmistir (127). Yine ayn1 popiilasyonda meme kanserli hastalarda yapilan bir ¢alismada G
allelinin kanser riskini artirdigi gosterilse de erken baslangi¢ yasiyla TT genotipinin iligkili oldugu
bulunmustur (128). Genotip dagilimlarinin hastalik olusma riski ve prognoz agisindan gosterdigi
bu farkliliklarin nedeni olarak birkac nokta dikkati ¢cekmektedir. MDM2 polimorfizminde Asya
populasyonunda bazal G allel frekansi yiiksek iken, Avrupa popiilasyonunda bazal T allel frekansi
daha yiiksek saptanmistir. Buna bagl olarak Cin popiilasyonunda yapilan ¢alismalar, MDM2 gen
fonksiyonlar1 ve G allelilin neden oldugu kanser riski iizerinde etnik farkliliklarin etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu etnik farkliliklar, p53 yolagindaki genlerin bireysel polimorfik

varyantlarinin etkinligindeki degisikliklerin olas1 nedenleri arasindadir.

Calismamiz prolaktinomali hastalarda MDM2 SNP309T—G polimorfizmini inceleyen ilk
calismadir. Calismamizda MDM2 polimorfizm genotipleri ve allel dagiliminda prolaktinoma ve
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Genotiplerin klinik parametrelerle iliskisi
incelendiginde ise homozigot genotip (TT+GG) tasiyanlarda tiimor boyutunda %50°den fazla

azalma gosteren hasta sayisi heterozigot genotip (TG) tasiyanlara gore anlamli olarak yiiksek
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saptanmistir (p=0,003, OR: 0,18, CI: 0,06-0,58). Bu bulgu G allelinin daha 6nce gosterilmis
olumsuz etkilerinin disinda, homozigot genotipteki hastalarda heterozigot genotip tagiyanlara gore
tedaviye tlimoral yanitin daha iyi olduguna isaret etmektedir. Calismamizda MDM2 SNP309T—G
polimorfizmi igin bazal allel frekans1 dagilimi Asya popiilasyonu ile daha uyumlu oldugundan,
daha Once bahsedilen popiilasyon ¢alismalarindakine benzer sekilde etnik koken farkliligi bu
sonucun nedenleri arasinda gosterilebilir. Bu konuda dikkati ¢ceken noktalardan bir digeri ise
p53’ilin hiicre proliferasyonu kontroliiniin g¢evresel etkenlere olan duyarliliginin polimorfizm
calismalarindaki olas1 karistirict etkisidir. Hiicrede DNA hasari olustugunda, p53 tamir
mekanizmalarinin devreye girmesi i¢in replikasyonu durdurur. Eger hasar tamir edilemezse, p53
apopitozu tetikleyerek hicre olimine neden olabilir. Guncel kanitlar genotoksik hasara yol
acabilecek sitokinler, biylme faktorleri, hipoksi ve metabolik degisiklikler gibi hiicresel stres
faktorlerinin p53 cevabi baslangicinda etkili olabileceklerini ve polimorfizm fonksiyonelliginde
farkliliklar gériilmesine neden olabileceklerini gostermektedir (41). Daha genis prolaktinoma hasta
gruplarinda yapilacak polimorfizm c¢alismalari genotiplerin tedavi cevabindaki yerinin

anlagilmasina katkida bulunacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada pl6é (540C—G ve 580C—T) ve MDM2 (SNP309T—G) gen
polimorfizmlerinin tumor patogenezindeki rolu ve hastaligin Klinik parametreleri ile iliskisinin
arastirtlmasi1 amaglanmistir. Caligmada, tedavi ncesi tumor boyutu, tedavi 6ncesi prolaktin dizeyi
ve prolaktin azalmasiyla iliskili bulunmustur (p<0,001 r=0,719), (p=0,034 r=0,256). Tedavi sonrasi
timor boyutunun ise tedavi 6ncesi prolaktin diizeyi ile iyi derecede iliskili oldugu gosterilmistir
(p<0,001 r=0,569). Makroadenomlu hasta grubunda pl6 polimorfizmlerinin her ikisinde de
homozigot dogal tip olan CC genotipi daha sik gortilmekle birlikte bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. MDM2 polimorfizmi homozigot (TT+GG) genotipi tasiyanlarda timor
boyutu %50°den fazla azalma gosteren hasta sayisi, heterozigot (TG) genotipi tasiyanlara gore
anlamli olarak yiiksek saptanmistir (p=0,003, OR: 0,18, CI: 0,06-0,58). Bunun disinda p16 ve
MDM2 gen polimorfizmleri ile prolaktinomanin klinik parametreleri arasinda anlamli bir iligki

saptanmamigtir.

Arastirma sonuglar1 degerlendirildiginde pl6 ve MDM2 gen polimorfizmleri ile
prolaktinoma olusumu iligkili bulunmazken, bazi genotiplerin klinik parametrelerle iliskili
olabilecegi gosterilmistir. Giiniimiizde yapilan tek nukleotid polimorfizm c¢aligmalar
populasyondaki tumdor sikliginin, tiimor goriilme yasinin ve bu timorlerin tedaviye verdigi yanitin
belirlenmesinde 6ncii olabilecek aydinlatici bilgiler ortaya koymaktadir. En sik goriilen hipofizer
timor olan prolaktinomada da prognostik belirtecler tanimlayabilmek ve yeni tedavi secenekleri
gelistirebilmek i¢in tUmOr olusumunda ve izleminde rolii olan molekiiler mekanizmalarin
aydmnlatilmasi gerekmektedir. Caligmamiz bu kapsamda yapilacak genis capli ileri aragtirmalara

151k tutacaktir.
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