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1. GIRIS

Prostat kanseri, ¢ogu bat1 iilkelerinde erkeklerde goriilen en yaygin kanser
tiriidiir ve kanser oliimlerinde ikinci siradadir (Ferlay 2004). Prostat kanseri tipik
olarak 50 yas istii erkeklerin hastaligidir (Robbins et al., 2009). Etiyolojisi az
bilinmekte ve tespit edilen risk faktorleri yas, irk ve ailesel hikaye, anormal dijital
rektal muayene ve serum prostat spesifik antijen (PSA)’in artmasidir (Wolk 2005,
Timothy et al., 2008). Prostat kanserinde bilinen prognostik faktorler kanserin klinik
olarak fazi (stage), PSA, gleason score’dur (Brand et al., 2008).

Benign prostat hiperplazisi (BPH), prostat bezinin epitelyal ve stromal (diiz
kas) komponentlerinin proliferasyonu sonucu gelisen prostat biiylimesidir. Prostat
fizyolojik diizeyde androjenler varliginda, proliferasyon ve programlanmis hiicre
oliimii (apopitozis) arasindaki denge nedeniyle sabit hacimde kalir. Androjenler bu
dengeyi epidermal biiytime faktorii (EGF), bazik fibroblast biiyiime faktorii (bFGF),
insiilin benzeri biliylime faktorii ve tliimor biiylime faktorii B1 (TGF-B1) araciligr ile
saglarlar. Hem prostat kanserinde hem de BPH’da bu molekiiler diizenleyici
mekanizmanin hiicre proliferasyonu lehine bozulmasi nedeniyle prostatin biiyiimesi

ortaya ¢ikar (Yurdakul ve Giiven 2006).

Biiytime faktorleri hiicresel aktiviteleri etkileyebilen proteinlerdir (Ciger
2010). Bircok hiicre tarafindan sentezlenen TGF P biiyiime faktorlerinden biridir.
TGF B hiicre boliinmesi (proliferasyon), farklilasmasi, adhezyon, morfogenez,
ekstraseliiler matriks olusumu ve programli hiicre oliimii gibi ¢esitli hiicresel
siireclerin kontroliinii saglamaktadir. Bu biiylime faktoriiniin sinyalizasyon yolu
bir¢cok farkli yollar ile etkileserek hiicrenin homeostazi {izerinde etkili olmaktadir

(Siegel and Massague 2003).

Karsinogenik yontemlerde radyoterapiye yanmit hiicresel ve klinik
radyosensivite TGF beta 1°dir (Derynck et al., 2001). TGFB 1 tiimor baskilayicidir,
sinyal yolaginin bozulmasi ile de onkogen 6zellik gosteren bifazik yapiya sahiptir.
Yani normal epitel hiicrelerinde TGF B1 biiylimeyi inhibe ediciyken karsinogenik
yollarda TGF 1 sinyaline diren¢ kazanilmasiyla tiimor arttirici etkiye sahiptir

(Saltzman 2008). TGF PB1 hiicre dongiisiiniin kontroliinde anahtar rol oynar ve



bundan dolayr normal epitelyal hiicrelerin biiylimesini inhibe etmede ve
farklilagsmasinda, hiicre dongiisiinde G1 fazimi baskilayarak tiimoér baskilamayla
iligkilidir. TGF B1 sinyal yolunun bozulmasi tiimor hiicrelerinde TGF B1- aracili
biliylime- inhibe edici etkileri ve TGF B1’in asir1 iiretimine sebep olur (Barrack
1997). Boylece tiimoral dokularda TGF Bl onkogenik Ozellikler sergileyerek
kontrolsiiz ¢ogalma, invazyon ve metastaz gibi olaylarin gelismesine aracilik eder
(Derynck et al., 2001). Prostat kanseri hiicrelerinde 7GF f1 geni sinyal yollarindaki
bozuklugun onarimi hiicre g¢ogalmasini durdurarak in vitro timdr biiylimesini
baskilayabilir (Wikstrom et al., 2001, Guo and Kyprianou 1999). Ayrica TGF B1 tip
1 kollajen iiretimini arttirir. 7GF S1 genindeki bu degisiklikler prostat kanseri ve
benign prostat hiperplazisi gelisimine sebep olabilir (Li et al., 2004).

TGF PB’nin tiim izoformlar1 prostatta iiretilir ancak TGF B1’in iiretimi en
yiiksek seviyededir (Toland 2004). TGF f1’in ¢esitli polimorfizmleri arasinda, C-
509T polimorfizmi en ¢ok calisilan polimorfizmlerinden biridir ve farkli kanserlerle

iligkili oldugu diisiiniilmektedir.

Calismamizda, TGF p1 C-509T polimorfizmini prostat kanseri ve benign

prostat hiperplazili hastalarin doku ve kanlarinda incelemeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hiicre Uyarn Sistemleri

Cok hiicreli organizmalardaki hiicreler yer aldiklar1 doku ig¢indeki
organizasyonlarini, boliinme ve biiylimelerini diizenlemek, fonksiyonlarini koordine
etmek icin birbirleriyle iliski kurmaya ihtiya¢ duyarlar. Hiicre uyar1 sistemleri,
hiicrelerin birbirleriyle ve kendi i¢inde koordinasyonu saglamak iizere iki boliimde

incelenebilir (Basaran 2002).
2.1.1. Hiicreler Arasi Uyari

Cok hiicreli organizmalarda, hiicreler aras1 bilgi ve iletisim, ¢ok sayida farkli
molekiille saglanmaktadir. Sinyal molekiilleri (ligand) olarak adlandirilan bu
molekiiller uyar1 olusturmak isteyen hiicre tarafindan diretilir. Salgilanan ligand,
hedef hiicrenin zarinda, sitoplazmasinda veya nukleus zarinda yer alan ve reseptor
olarak adlandirilan bir proteine baglanarak istenen etkinin olugsmasini saglar. Bu
hiicre dis1 (ekstraselliiler) sinyallerin etkileyecegi hedef hiicrenin uzakligina bagl

olarak 4 farkli uyar1 mekanizmasi vardir (Basaran 2002).
2.1.1.1. Endokrin Uyari

Endokrin hiicrelerin salgiladig1 uyar1 molekiilleri (hormonlar) kendilerinden
oldukca uzakta bulunan hiicreleri etkiler. Bu uyar1 molekiilleri genellikle hedef

hiicrelere kan dolasimi ile ulagir (Basaran 2002).
2.1.1.2. Parakrin Uyan

Hedef hiicre uyar1 molekiilii iireten hiicreye ¢ok yakindir ve uyar1 sadece salgi

yapan hiicrenin bitisigindeki hiicreleri etkiler (Bagsaran 2002).
2.1.1.3. Sinaptik Uyan

Sinir sisteminde bulunan sinir hiicrelerince gerceklestirilir. Hiicreler, sinaps
ad1 verilen 6zel birlesme bolgelerinden noérotransmitterler salgilarlar, sinaptik araliga

dokiilen bu norotransmitterler komsu hiicreye uyari iletirler (Basaran 2002).



2.1.1.4. Otokrin Uyan
Hiicreler kendi salgiladiklar1 maddelere kendileri cevap verirler.

Her 4 uyar tipinde de, hedef hiicreler, kendilerine ulagsan uyar1 molekiillerine
baglanarak cevap olugmasini saglayan reseptor olarak isimlendirilen 6zel proteinlere
sahiptir. Uyar1 molekiiliiniin hedef reseptdre baglanmasi, gelen uyariya yanit
olusmasina neden olur. Farkli uyar tiplerinde ortak 6zellik; uyar: iletimine ligand ve
reseptorlerin neden olmasidir. Aralarindaki en 6nemli fark ise, uyarmin hedef

hiicreye gonderilmesindeki hiz ve segiciliktir (Giines 2003).

Sinaptik uyari, endokrin uyaridan ¢ok daha hizlidir. Ciinkii elektriksel
uyarilar, sinir aksonu ucundan ¢ok hizli sekilde ndrotransmitter madde salinmasini
saglarlar. Norotransmitter madde de sinaps yarigina sizarak, impulslar hizli bir
sekilde iletilmesini saglarlar. Endokrin uyarida ise, bezden kana salinan hormon
dolasim yolu ile hedef hiicrelere daha ge¢ ulasir. Ayni sinyal molekiilii farkli hedef
hiicrelerde farkli cevaplar meydana getirebilir. Bunun nedeni sinyal molekiiliiniin
farkli hiicrelerde farkli molekiillere baglanmasindan ileri gelmektedir. Ornegin
asetilkolin, iskelet kas1 hiicrelerinde kasilmaya neden olurken, kalp kasi hiicrelerinde
gevsemeye neden olur. Bazi durumlarda ise, ayni sinyal molekiilii farkli hiicrelerde
ayni tip reseptore baglanir. Fakat bu sefer farkli hiicre i¢i uyar1 yollarint kullanir.
Ornegin; kalp kasinda gevsemeye sebep olan asetilkolin, aym reseptdre sahip salgi
hiicrelerinde sekresyona neden olmaktadir. Endokrin uyar1 molekiillerinden tiroid
hormonlar1 ve steroid yapili hormonlar hari¢, diger endokrin uyar1 molekiilleri ve
sinirsel uyar1 molekiilleri suda ¢d6ziiniirler. Suda ¢oziinen molekiiller hidrofilik
ozelliklerinden dolay1 kan iginde serbest dolasirlar ve hiicre ylizey reseptorlerine
baglanarak o hiicrenin icinde etkilerini olustururlar. Suda ¢6zlinmeyen steroid
yapidaki hormonlar ise hidrofobik Ozellikleri nedeni ile 6zel tasiyici proteinlere
baglanmak suretiyle kanda dolasirlar. Tastyici proteinden ayrilip, yagda ¢oziinebilme
Ozellikleri nedeniyle hedef hiicre zarini1 kolayca gecerek hiicre sitozolii veya
niikleusunda bulunan hiicre i¢i reseptorlere baglanarak etkilerini gosterirler (Basaran

2002).



2.1.2. Hiicre ici Uyan

Hiicreye gelen uyarmin hiicre i¢ine iletilip, burada belirli etkilerin

olusturulmasi 6zel reseptorler araciligi ile olur (Basaran 2002).
2.1.2.1. Hiicre Yiizey Reseptorii ile Yapilan Uyanr

Hiicre ylizey reseptorleri polipeptid yapida protein molekiillerinden olusur.
Her sinyal i¢in 6zel bir reseptér molekiil vardir. Bu sinyal molekiillerinden 6rnegin
norotransmitterler ve suda ¢oziinen hormonlar hiicre yilizeyindeki 6zel reseptorlere
baglanarak hedef hiicrenin davranmigini degistiren hiicre i¢i uyarilar1 olustururlar.
Hiicre yiizey reseptorlerine baglanan bu ndrotransmitterler ve diger kimyasal uyari
molekiilerine ligand adi verilir. Ligand hiicreyi ilk uyaran maddedir, o nedenle
bunlara birinci haberci de denilebilir. Bazi ligandlar kendi baglarina gerekli olay1
sonlandirabildikleri gibi bazilar1 ikinci habercilerin olugmasini saglar. Ligand ve
reseptoriin yapisal 6zelliklerine gore, ligand-reseptor iligkisi sonucu hiicre iginde bazi

olaylar baslatilir (Basaran 2002).

Hiicrede, hiicresel olaylarin bazilarinin baglayip devam etmesi, bu olayda
gorev alan hedef proteinlerin (enzim) aktiflesmesiyle gerceklesir. Bunun icin de
hedef proteinlerin tirozin, serin, treonin rezidiilerine fosfat baglanmasi1 gerekir.

Fosfor baglanmasi protein kinazlarla saglanir (Basaran 2002).

Kinazlarin bagslattigi reaksiyonlarin sonlandirilmasi, baglanan fosforun
koparilmasiyla miimkiindiir. Hedef proteinden fosfor koparilmasi da protein

fosfatazlar ile saglanir (Basaran 2002).

Hiicre zarim kat edip, ekstraselliiler aralik ve sitozole uzanan bolgelere sahip,
bir¢cok protein kinaz ya da protein fosfataz reseptorii mevcuttur. Bunlardan bazi
protein kinazlar hiicre yiizey reseptorii olarak hedef proteinleri fosforlarken, bazi
hiicre ylizey reseptorii olan protein fosfatazlar da hedef proteinden fosfor kopararak
gorev yaparlar. Bu fosforilasyon ve defosforilasyon aktivitesine sahip hiicre yiizey
reseptorleri ise, temelde benzer olmakla birlikte bazi farkliliklar gosterirler (Basaran

2002).



Hiicre ylizey reseptorleri kullandiklar1 uyar iletme mekanizmalarina gore 3

sinifa ayrilirlar.

1. Iyon kanallarina bagh reseptorler
2. G proteinine bagl reseptorler

3. Enzime bagli reseptdrler

Iyon kanallarina bagh reseptorler elektrige duyarli hiicreler arasindaki hizl
sinaptik sinyal iletiminde rol oynarlar. Bu sinyal iletimine ndrotransmitterler aracilik
eder ve iyon kanallarinin hizlica agilip kapanmalarin1 saglar. Bunlar baglandiklar
zaman plazma membranin iyon gegirgenligini degistiren ve postsinaptik hiicrenin

duyarliligini saglayan bir ¢esit protein formudur.
2.1.2.1.1. Protein-Tirozin Kinaz Reseptorleri

Protein tirozin kinaz reseptorler hedef proteinlerin tirozin rezidiilerini
fosforlarlar. Reseptoriin yapisi, bir NH, u¢ bdlgesi ve sitozolde uzanan COOH ug
bolgesinden olugmaktadir. COOH ug¢ bdlgesinde, protein tirozin kinaz bolgesi yer

alir ve bu bolge, tirozin kinaz aktivitesine sahiptir (Basaran 2002).

Protein kinazlar, sinyal iletimi sirasinda protein fosforilasyonunu/
aktivasyonunu saglarlar. Protein kinazlar membran yerlesimli ve sitoplazmik tirozin
kinazlar olmak iizere iki ana gruba ayrilir. Bu proteinler, katalitik 6zelliklerine gore
(fosforilasyona ugrayan aminoasit tiirii) tirozin ve serin/treonin kinazlar olarak da

siiflandirilir (Pawson et al.,2002, Pawson 2002).

Membranda yerlesim gosteren proteinlere, reseptor tirozin kinazlar (RTK)
denilmektedir. RTK siiperailesinde 58 transmembran protein bulunmaktadir. Bu
reseptorler arasinda insiilin reseptorii, biiytime faktorleri (EGF, VEGF, PDGF, FGF,
NGF) reseptorleri ve efrin reseptorleri (EphA, EphB) yer almaktadir (Pawson 2002).
RTK’lar, sitoplazmik kisimlarinda aktivasyondan sorumlu bir bolge (tirozin kinaz
bolgesi) icerirler. Istirahat halindeki hiicrelerde, RTK’nin inaktif ve aktif
konformasyonlar1 denge halindedir (Dogan 2004). Bu reseptorler biiyiime faktorleri
ile baglandiktan sonra aktif hale gecerler ve sitoplazmadaki hedef proteinleri ile

etkileserek sinyal iletimini gerceklestirirler. RTK aktivasyonu, reseptoriin kendi



kendini fosforile etmesiyle baslar. Ikinci asamada ise, bu fosforlanan bdlgelere gesitli
adaptor proteinler baglanirlar ve uyarnin hiicre igine iletimini saglarlar. Adaptor
proteinlerin ortak yapisal 6zelligi SH2 (Src-homology-2) bolgeleri icermeleridir. Bu
proteinler, SH2 bolgeleri araciligiyla reseptore baglanarak, RTK ile sitoplazmadaki
efektor proteinleri arasinda koprii gorevi yapmaktadir. RTK aktivasyonunun
sonlandirilmasindan fosfataz grubu proteinler sorumludur. Buna gore, fizyolojik
kosullarda sinyal iletimi tersinir 6zellik tagir ve RTK aracili iletim kontrol altinda
tutulur. Karsinogenez siirecinde ise, siirekli ve kontrolsiiz RTK aktivitesi s6z

konusudur (Blume and Hunter 2001).

2.1.2.1.2. Serin-Treonin Kinaz [Transforming Growth Factor g (TGF-p)]

Reseptorleri

Serin-treonin kinaz reseptorleri, hedef proteinlerin serin ve treonin
rezidiilerini fosforlayan protein kinazlardir. TGF B, hiicre ¢ogalmasinda ve hiicre
tiplerinin farklilasmasinda gerekli olan biiylime faktorleri familyasinin Onciisiidiir.
Bu reseptorler protein tirozin kinaz reseptdrlerinden farkli olarak, sitozolik kisimda
(karboksil u¢ bolgesi), bir protein serin/treonin kinaz bolgesine sahiptirler. Bunlarda
bir ligand olan TGF P, kendi reseptoriine baglanirken olusan dimer, farkli TGF
reseptOrlerinin bir araya gelmesiyle olusur. O halde bu yap1 heterodimer adini alir.
Ligand-heterodimer kompleksi olustuktan sonra reseptdrlerin serin-treonin kinaz
rezidiileri birbirlerini fosforlar ve hedefe sinyal iletimi gergeklestirilir (Basaran

2002).
2.1.2.1.3. Protein Tirozin Fosfatazlar

Protein tirozin fosfatazlar, hiicre sinyal yolunda protein tirozin kinazlarin
baslattig1 sinyalleri hedef proteinin fosfotirozin rezidiilerinden fosfat gruplarini
kopararak sonlandirmada rol oynarlar. Bu gorevlerini hiicre iginde ve hiicre

ylizeyinde yaparlar (Basaran 2002).
2.2. Biiyiime Faktorleri

Agirliklart 4000-60000 dalton arasinda degisen, ¢cok az miktarlar1 bile

hiicresel aktiviteleri etkileyebilen proteinlerdir. Biiyiime faktorlerinin herhangi bir



hiicreyi etkileyebilmesi, o hiicrenin, o faktdr i¢in reseptore sahip olup olmamasina
baglhdir. Her hiicrenin farkli biiylime faktorleri i¢in farkli sayida reseptorii bulunur.
Reseptore baglanma sonucu hiicre i¢cinde 6zgiin bir cevaba neden olan bir seri sinyal
ortaya ¢ikar. Etki, cogunlukla tirozin kinaz uyarilarak saglanir. Biiytime faktorlerinin
o bolgedeki konsantrasyonu ve reseptdre baglanan miktari, elde edilecek sonucu
belirler. Matriks de, biiyiime faktorlerinin ¢oziinebilirligini degistirerek, hiicresel
aktiviteleri diizenleyecek faktor konsantrasyonunun degismesini saglayabilir. Ayrica
matriks, bitylime faktorlerinin baglanip ¢oziilmesini ayarlayarak, ortamdaki faktorler
icin rezervuar gorevi gorir. Yine matriks, herhangi bir hiicrenin, herhangi bir

bliytime faktoriine verecegi yanit1 belirleyebilir (Ciger 2010).

Biiytime faktorleri; Epidermal biiyiime faktorii (EGF), Trombositlerce salinan
bliylime faktérii (PDGF), Fibroblast biiyiime baktorii (FGF), Vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (VEGF), Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF), Transforme edici
bliytime faktorii alfa ve beta (TGF o ve B ) olarak siniflandirilabilir.

Epidermal Biiylime Faktorii (Epidermal Growth Factor) (EGF); 53
aminoasitlik bir polipeptittir. Bircok dokuda bulunur ve trombosit degraniilasyonu
sirasinda salinir. Hiicrelerin cogunda EGF’ e ait reseptorler bulunur. En ¢ok reseptor
epitel hiicrelerde bulunur; ancak endotel hiicreler, fibroblast ve diiz kas hiicrelerinde

de reseptorler vardir (Ciger 2010).

Trombosit Kaynakli Biiylime Faktorii (Platelet-Derived Growth Factor)
(PDGF); Trombositlerin alfa graniilleri i¢ginde bulunur. 32000 dalton agirliginda bir
glikoprotein olan PDGF, %56 oraninda benzerlik gosteren, iki disiilfit bagiyla
baglanmis A ve B iinitelerden olusur. AA, AB ve BB sekillerinde ifade edilen
faktoriin her ii¢ formunun biyolojik aktiviteleri temelde benzer olup B iinitesi
mitogenezi biraz daha gii¢lii uyarabilir. Makrofajlar, trombositler, endotel, diiz kas
ve timor hiicreleri PDGF benzeri biiyiime faktorleri salgilarlar. PDGF; makrofajlar
ve polimorf niikleuslu 16kositlerin kemotaksisini uyarir. Fibroblast ve diiz kas
hiicrelerinde hem kemotaksis hem mitogenezi uyarir. PDGF, kollajen, hyaliiran ve

fibronektin sentezini uyarir; ayrica kollajenaz aktivitesini arttirir (Ciger 2010).



Fibroblast Biiyiime Faktorii (Fibroblast Growth Factor) (FGF); Ilk kez
mezenkimal hiicreler i¢in mitojen olarak bulunan bu faktoriin anjiogenezi uyardigi ve
yara iyilesmesinde rolii oldugu gosterilmistir. Hem asidik hem de bazik olmak iizere
iki tip FGF tanimlanmistir. Bazik FGF’iin damarlanmay1 uyarict 6zelligi yaklasik 10
kat fazladir. Endotelyal hiicreler FGF’yi hem sentezler hem de ona yanit verirler. Her
iki tip FGF’de endotel proliferasyonu ve motiliteyi arttirarak neovaskiilarizasyonu
hizlandirir (Ciger 2010). FGF 1, 2, 6, 8, 17 iceren FGF ligandlarnn1 ve FGF

reseptorlerinin prostat kanserinde asir1 iiretildigi gosterilmistir (Murphy et al., 2010).

Vaskiiler Endotelyal Biiytime Faktorii (Vascular Endothelial Growth Factor)
(VEGF); Vaskiiler endotel biiylime faktorii ailesi, endotel hiicreleri i¢in 6zgiildiir ve
onemli etkilere sahiptir. Viicutta hem fizyolojik olaylarda, hem de tiimdr biiylimesi
ve metastazini da igeren patolojik pek ¢ok hastaligin etiyolojisinde yer alir. VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve plasenta biiyiime faktorii olmak iizere alti
tiyesi vardir. VEGF, ovaryum follikiilleri, korpus luteum, akciger alveolar hiicreleri,
renal glomeriil visseral epitel hiicreleri, bobrek proksimal tiibiil hiicreleri, adrenal
korteksin tiim hiicreleri, leydig hiicreleri, aktive makrofajlar, arteriolleri ¢evreleyen
fibroblastlar, bronsiyal ve koroid pleksus epitel hiicreleri, hepatositler gibi viicutta

bir¢ok farkli hiicrede sentezlenir (Ciger 2010).

Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (Insulin Like Growth Factor) (IGF); Esas
olarak hepatosit ve fibroblastlarca sentezlenir ve fibroblast proliferasyonunu
uyarmada PDGF ile birlikte ¢alisir. Insiilin benzeri biiyiime faktdrii sistemi;
IGF’lerden (IGF-I ve IGF-II), IGF baglayic1 proteinlerden (IGFBP-1-6) IGF
reseptorlerinden (tipl ve tip2 IGF reseptorii) olugsmaktadir (Huang 2010). IGF’ler,
biliyiime hormonunun anabolik ve mitojenik etkilerinin ¢ogunun ortaya ¢ikmasina
aract olan bir peptid ailesidir. Proinsiiline yapisal olarak benzerlik gosterir. Bu
nedenle her iki IGF molekiilii insiilin reseptorlerine diisiik affinite ile baglanir. Diger
yandan da yapisal farkliliklar instilinin IGF baglayan proteinlere baglanmasini onler.
Protein yapidaki IGF’ler hiicre membranin1 geg¢emediklerinden etkilerini

membrandaki reseptorlerine baglanarak gostermektedirler (Keles ve Tiirkeli 2005).



IGF-1 Reseptorii: Yapisal ve fonksiyonel olarak insiilin reseptoriine benzer.
IGF1 reseptorii IGF1°1 insiiline gore 100 kat daha fazla affinite ile baglar (Keles ve
Tirkeli 2005).

IGF-2 Reseptorii: IGF alim ve yikimina aracilik eder. Ayni zamanda IGF-
2’ye baglanarak IGF-2’nin hiicre yiizeyinden hiicre icerisine girmesini saglayarak
IGF-2’nin lizozomlarda yikimina neden olur. IGF-2 reseptorii, IGF-2’yi IGF-1’den
100 kat daha fazla affiniteyle baglar (Keles ve Tiirkeli 2005).

Normal prostat epitelyal hiicreleri tip 1 IGF reseptorleri igerirler ve biiylime
i¢in IGF-1"¢ baglanirlar. In vivo ve in vitro deneyler IGF-1’in, hem androjene bagl
hem de androjen bagimsiz prostat kanseri hiicre hattinin proliferasyonunu arttirdigini
gostermektedir (Cohen et al., 1991) ve IGFBP-3, IGF-1’in biiyiimeyi arttiric1 etkisini
azaltmaktadir (Cohen et al., 1994).

IGF-1 hiicre proliferasyonunu stimiile eder, normal ve malign prostat
kanserini iceren bir¢cok doku tiplerinde hiicre Sliimiinii inhibe etmektedir (Allen

2007).
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Tablo 1. Biiyiime faktorleri, kaynagi ve gorevleri

Bityiime Faktorii

-

Kaynag

Gorevleri

Trombosit-kaynakli biiylime
faktorii ( PDGF)

Trombositler, makrofajlar
endotel hiicreleri, diiz kas
hiicreleri

Fibroblast proliferasyonu nétrofil
ve makrofaj kemotaksisi ve
proliferasyonu, anjiogenez

Transforme edici biiylime faktorii
beta (TGF-f3)

Trombosit, nétrofil, lenfosit,
makrofaj, birgok doku ve
hiicre

Fibroblast proliferasyonu,
kemotaksis indirekt anjiogenez,
diger biiyiime faktorlerinin
etkilerine yardim

Epidermal biiyiime faktorii
(EGF)

Trombositler, tiikriik, idrar,
anne siitll, plazma

Epitel hiicre ve fibroblast
proliferasyonu ve graniilasyon
dokusu olusumunun uyarilmasi

Transforme edici biiylime
faktorii alfa (TGF-o)

Aktive makrofajlar,
trombosit, keratinosit, bazi
dokular

EGF’ye benzer

Interlokinler Makrofaj, lenfosit, birgok Fibroblast proliferasyonu,
(IL-1,2) doku ve hiicre kollajenaz, ndtrofil kemotaksisi
Tiimor nekroz faktorii (TNF)  [Makrofaj, mast hiicresi, T Fibroblast proliferasyonu
lenfositler

Lokosit kaynakli bityiime faktorii | Makrofaj, mast hiicresi T Bag dokusu hiicreleri igin
(LDGF) lenfositleri kemoatraktan ve mitojen

Bag dokusu biiylime faktorii Endotel hiicreler, fibroblastlar|Bag dokusu hiicreleri igin
(Connective tissue growth factor, kemoatraktan ve mitojen

CTGF)

Fibroblast biiylime faktorleri

Beyin, pitiiiter bez, makrofaj

Epitel hiicre ve fibroblast

(FGF) diger doku ve hiicreler proliferasyonu, matriks
depolanmasini uyarir,
anjiogenez, yara kontraksiyonu

Keratinosit biiylime faktorleri  |Fibroblastlar Epitel hiicre proliferasyonu

(Keratinocyte growth factors,

KGF)

Insiilin benzeri bityiime faktorii 1 |Karaciger, plazma, Siilfat proteoglikanlar ve kollajen

(IGF-1) fibroblastlar sentezini, fibroblast

prolifersyonunu uyarma

Insan bityiime hormonu (Human
growth hormone, HGH)

Pitiiiter bez, plazma

Anabolizma, IGF-1"1 uyarir

Interferonlar (IFN)

Lenfositler, fibroblastlar

Fibroblast proliferasyonu ve
kollajen sentezinin inhibisyonu

(Ciger 2010).
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In vitro ¢alismalar FGF ve IGF prostat biiyiimesini arttirdigimi, TGF B ve
IGFBP-3’iin prostatik epitelyal biiylimeyi durdurdugunu veya apopitozisi azalttigini
gostermektedir (Mullan 2006).

Transforme Edici Biiyiime Faktorii o (Transforming Growth Factor o) (TGF
a); Hem EGF hem de VGF (vaccinia)’ye benzer. Biyolojik etkilerini EGF
reseptorlerine baglanarak gosterir. Mezensimal, epitelyal, endotelyal hiicre

biiylimesini ve endotel hiicre kemotaksisini uyarir (Ciger 2010).

2.3. Transforme Edici Biiyiime Faktorii feta [TGF B (Transforming
Growth Factor B)];

TGF B "nodal", "aktivin", BMP (kemik morfogenik protein) ve AMH
(antimullerian hormon)’yi de kapsayan, doku homeostazinin siirdiiriilmesi ve
embriyonik gelisimin kontroliinde 6nemli rolleri olan genis bir sitokin ailesinin

baslica tiyesidir.

Bircok hiicre tarafindan sentezlenen TGF  hiicre boliinmesi (proliferasyon),
farklilagmasi, adhezyon, morfogenez, ekstraseliiler matriks olusumu ve programl
hiicre 6liimii gibi ¢esitli hiicresel siireclerin kontroliinii saglamaktadir. Bu biiyiime
faktoriinlin  sinyalizasyon yolu bir¢ok farkli yollar ile etkileserek hiicrenin

homeostazini saglamaktadir (Siegel and Massague 2003, Tkeguchi 2005).

Aktivinler, hipofiz fonksiyonunun hormonal diizenleyicileri olarak
tanimlanmistir ve bundan bagimsiz olarak, kurbagalarda mezodermin olusumuna
katilirlar. Kemik tamir faktorleri olarak tanimlanan kemik morfogenik proteinleri
(BMPs), Drosophila’da viicut yapisinin dorsal bdliimiiniin gelisiminde rol alan bir

ajandir (Soy6z 2007).

TGF B iiretimi genetik kontrol altindadir (Qi et al., 2009). TGF B hiicre
farklilagsmasinda, embriyogenezis, damarlanma, go¢ ve hiicre dongiisi
diizenlemesinde rol alir. TGF B1, yapisal olarak diizenleyici proteinler ile iligkili olan

bir ailenin tiyesidir ve TGF B’nin 5 izoformu vardir (TGF-B1, 2, 3, aktivin/inhibin ve

BMP).
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Trombositler (20 mg/kg) ve kemikten (200 pg/kg) kaynaklanan disiilfit
baglari ile baglh 12,5kDa ve 25kDa’luk iki subunitten olusan TGF B1 en ¢ok bulunan
izoformdur (Cheifetz et al., 1992, Grainger et al.,1999). TGF B1 organizmada bir¢ok
yerde gorev alan bir biiyiime faktoriidir. TGF B ilk kez, yumusak agarda si¢an
fibroblastlarinin koloni olusturmasinda TGF o’nin etkilerine sinerjistik etki gdsteren
bir faktor olarak bulunmustur. Arastirildiginda bu sitokin ile ilgili bir¢ok fonksiyon
bulunmus ve kikirdak uyarici faktor, diferansiasyon inhibe edici faktdér, dokudan
deriye biliylime faktorii gibi bir¢ok isim verilmistir. Ama bunlarin hi¢biri TGF B1’in

fonksiyonlarini tam olarak karsilamamaktadir (Breen et al., 1994, Rosen et al., 1998).

Urist (2002), 1965°te yaptig1 bir calismada kikirdak ve kemik olusumunun
demineralize kemik matrikste arttigini gdstermis ve ¢aligmalariyla TGF B ailesini
teshis etmistir. TGF B, dimerik polipeptid bir yapiya sahip biiytime faktorii ailesinin
(BMP ve Aktivin) iiyesidir. Tiim biiylime faktorleri, sistein reziidiileri ile korunan bir
grubu paylasirlar ve sistein i¢in ortak olan kiime intramolekiiler disiilfid baglaridir.
Hepsinin ayni prekiirsor yapisi vardir. Bu yapida hidrofobik bir sinyal sekansi, bir
prodomain ve matilir C-terminal domaini bulunmaktadir. Aslinda viicutta bulunan
epitelyal, endotelyal, hemopoietik, norinal ve konnektif doku hiicreleri TGF

reseptorlerine sahiptir.

TGF B; hiicrelerin farklilagmasi ve proliferasyonunda, embriyonik donemde,
yara iyilesmesinde ve anjiogenezis regiilasyonunda onemli rol oynar. TGF B1
kondrosit, osteoblast, osteoklast ve mezenkimal prekiirsor hiicreler gibi iskelet
sistemine spesifik hiicrelerin ¢esitli tiplerinin proliferasyonunu diizenlemektedir.
TGF B’y1 osteoblastlar tiretir ve kemik matriksinde depolar. Viicutta TGF ’nin ¢ogu
kemik tarafindan iiretilmekte olup, osteoblastlarda ¢ok sayida TGF B reseptorii

bulunmaktadir (Gerard et al., 2000).

Cok fonksiyonlu peptidlerin olusturdugu ailenin bir iiyesi olan TGF f
gelisimin hemen hemen her siirecinde rol alir. Normal gelisim siirecinde ve patolojik
durumlarda TGF P sinyal yolagi mekanizmalari incelenmistir. Ateroskleroz, bobrek,
karaciger, akcigerin fibrotik hastaligi ve ¢esitli dokulardaki kanserlerde TGF
yapiminda artis veya azalmalar meydana gelmektedir. 7GF f gen mutasyonunda,

TGF B ile iligkili intraselliiler molekiiller veya reseptorler, ozellikle kanser ve
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herediter hemorajik telenjiektazi gibi hastaliklarin patogenezinde rol oynar (Caki

2008).

Kromozom 19q13°de lokalize olan, 7 ekzon 6 intron iceren (Li et al., 2008),
insan 7GF B1 geni hem immiin hem de non-immiin hiicrelerde iiretilen bir sitokindir
(Tamizifar et al., 2008). TGF B’ nin izoformlar1 arasinda benzerlik, en fazla C-
terminal domaininde kendini gosterir (%64-82). Dokuz adet sabit sistein kalintisi
dort bag yapar ve bunlarin aralarinda bir disiilfid bagi vardir (Verrecchia and
Mauviel 2002). TGF B1 polimorfizmi bir¢ok hastalikta arastirilmistir (Tamizifar et
al., 2008). TGF p1 geninin tek niikleotid polimorfizmleri (SNPs) vardir. Bunlar; C-
509T (rs1800469: -1348C/T), G-8004 (rs1800468: -1639G/A), C-9884 (rs1800820)
promotor bolgede, 7+29C (L10P, rs1982073: ExI-327T/C), G915C (P25R,
rs1800471: Ex1-282C/G) ekzon 1°de, T263I (rs1800472: Ex5-73C/T) ekzon 5°te
bulunur. Literatlire gore; -509T alleli, TGF B1 plazma seviyesinin artmasiyla -509C
allelinden daha fazla iligkiliyken, kodon 10°daki 16sin yerine prolin gegmesine neden
olan 7+29C polimorfizmi TGF 1 konsantrasyonunun artmasiyla sonuglanir

(Grainger et al., 1999, Kang et al., 2006, Wei et al., 2010).

Ayrica TGF B1 tiimor olusumunda, progresyon, infiltrasyon ve metastaz
olusumunda gorevli sinyal yollarinda rol oynar ve hiicre siklusunda G1’den S fazina
geciste blok olabilen en 6nemli bilyiime faktorlerinden biridir (Li et al., 2008). Hiicre
dongiisiiniin kontroliinde ve karsinojenik siiregte anahtar rol oynar (Derynck 2001).
TGF B sinyalizasyon yolunun bozulmasi kanserde biiyiikk onem tasir. TGF B,
proapoptotik etkisiyle epitelyal hiicre proliferasyonu ve inflamatuar cevabini
baskilayarak tiimor supresor gen gibi davranir. Ayrica tiimoral dokularda onkogenik
ozellikler sergileyerek, kontrolsiiz proliferasyon, metaplazi, displazi, aplazi, metastaz

gibi olaylarin ger¢eklesmesine de aracilik eder (Vural 2010).

Prostat kanserinde TGF B1 hiicre biiyiimesini inhibe eder ve tip 1 kollajenin

tiretimini arttirir (Collins et al., 1996, Klingler et al., 1999).
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2.3.1. TGF B Reseptor Yapisi ve Sinyal Reseptorleri

TGF B ailesi iiyeleri serin/treonin kinaz aktivitesine sahip reseptorlere
baglanarak hiicresel hareketlerini baslatirlar. Serin/treonin kinazlar tip 1 ve tip 2
reseptor olarak iki alt familyaya ayrilirlar. Reseptor baglama yontemleri iizerine
molekiiler agirliklarina dayanarak ayirt edilirler. Tip 1 reseptdr 500 aminoasitten
olusur ve 55 kDa molekiiler agirliginda, Tip 2 reseptor ise 570 aminoasitten olusur
ve 70 kDa molekiiler agirligindadir. Farkli tiirlerin olusturdugu her alt familya farkli
ligandl1 yapisal ve fonksiyonel benzerliklerine gore gruplandirilan tiyeler icerebilirler

(Rich et al., 2001).

TGF B reseptorleri kisa ekstraselliiler bolgeleri olan, bir tek transmembran
bolgesi ve kinaz aktiviteli daha uzun sitoplazmik boélgeden olusan glikopoteinlerdir.
Tip 1 ve tip 2 reseptorlerin her ikisi de serin/treonin kinazlarin canonical
sekanslartyla uyumlu bir kinaz bolgesine sahiptir ve reseptor tipleri yapisal olarak
ayirt edilebilir. Ornegin, tip 1 reseptdrii daha kisa ekstraselliiler domaine sahiptir ve
bir GS domaini kinaz bdlgesine dogrudan komsudur. Bu 30 aminoasit bolgesi

TTSGSGSG sekansinda glisin (G), serin (S), treonin (T) bolgesi igerirler.

TGF P sinyalizasyonunda tip 1 ve tip 2 reseptorler en 6nemli reseptorler

olmasina ragmen, aksesuar reseptor olarak adlandirilir (Rich et al., 2001).

Endoglin ve betaglikan olarak da adlandirilan TGF B tip 3 reseptorleri
(TBRII) TGF B’nin ilk iki tip reseptorlerine baglanmasini kolaylastirir. TGF B, tip 2

reseptoriin membran digi1 bolgesine, sonra da tip 1 reseptoriine baglanir (Vural 2010).

Prostat kanseri hiicrelerinde, TGF B1 sinyal yolunda bazi defektler vardir ve
bu yolun yenilenmesi hiicre proliferasyonunu inhibe eden in vitro tiimor biiylime

faktorleri baskilayabilir (Wikstrom et al., 2001, Guo and Kyprianou 1999).
2.3.2. TGF B Reseptor Sinyali

Hiicrede inaktif pro-peptid seklinde sentezlenen TGF B, latent TGF pB-
baglayan proteinler (LTB ) ile kompleks olusturarak latent (inaktif) TGF f

formunda salgilanir. Pro-peptidin N-terminalinde "latency associated protein" (LAP)
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olarak adlandirilan bir dizi bulunur. Latent TGF B’nin yapisindan LTBP ve LAP
proteinlerinin serin proteazlar araciligi ile wuzaklastirllmast (veya LAP’in
konformasyonel degisimi) sonucu aktif TGF B olusur. TGF B sinyalizasyon yolunun

aktivasyonu, ligandin reseptdrlerine baglanmasi ile baglatilir (Massague 1998).

Bir kaskad seklinde ilerleyen TGF [ sinyalizasyon yolunun aktivasyonu,
ligandin tip 2 reseptére baglanmasi ile baglatilir. TGF B tarafindan kompleks
olugmasi, reseptorlere baglanmaya ihtiyac duyar ¢iinkii tip 1 reseptor, tip 2 reseptor
yoklugunda liganda baglanamaz. TGF f, tip 2 reseptoriin membran dis1 bolgesine,
sonra da tip 1 reseptoriine baglanir. Boylece aktiflenmis TPRI sitozolde bulunan
Smad proteinleri fosforiller. Olusan ligand/reseptér kompleksi ikiser TBRI ve TRRII
iceren bir heterotetramer komplekstir (Rich et al., 2001).

TGF-pB Ligand

<&

Membrane
GS
Type 11 % @ Typel
Receptor | £ £ | Receptor
(TBR-II) | (TBR-D
I —_—

Sekil 1. TGF B reseptor kompleksinin yapisi
(Rich J.N et al., 2001)

Tip 2 reseptoriin tip 1 reseptorii fosforlamasiyla, tip 1 ve tip 2 reseptor
kompleksleri baglatilir. Tip 2 reseptdr cesitli serin ve treonin rezidiileri iizerinde
otofosforlanir. Tip 2 reseptor aktivitesi i¢in Ser213 ve Ser409’un fosforilasyonu
gerekir. Ser416 nin fosforilasyonu ise reseptor kinaz aktivitesine engel olmaktadir.
Tip 2 reseptor aktiflendiginde ve iki reseptor yakinlagmayi bitirdiginde, tip 1
reseptoriin GS bolgesindeki serinler fosforlanir. Tip 2 reseptor tek basma sinyal
iletmede yetersizken, tip 1 reseptoriin fosforilasyonu intraselliiler sinyal kaskadini

baslatmak i¢in yeterlidir. Ayrica Ser165’in fosforilasyonu TGF B sinyalizasyonunu
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diizenleyebilir ¢iinkii bu rezidiiniin mutasyonu TGF [ indiikleme yollarim1 farkh

etkiler (Rich et al., 2001).
2.3.2.1. SMAD Proteinleri

Smadlar, insan genlerinin transkripsiyonunda TGF B’nin artmasi icin gerekli
olarak bilinmesine ragmen, ilk olarak omurgasizlardan orjin almistir. Ornegin, Mad
(mother against decapentaplegic) Drosophila’da teshis edilmistir. Mad homologu
C.elegans’da tanimlanmis ve sma-2, sma-3, sma-4 olarak adlandirilmistir. Smalar ve
Mad 6nemli homolojiye sahiptirler. Daha sonra omurgalilarda homologlar1 teshis
edilmis TGF f sinyalizasyonunda fonksiyonlar1 bulunmus ve boylece Smadlar olarak

adlandirilmistir (Rich et al., 2001).
2.3.2.2. SMAD’larin Yapisi ve Siniflandirilmasi

Molekiiler agirliklarina gore 42-60 kDa aralifinda en az 9 farkli SMAD
vardir (Rich et al., 2001). Yapisal ve fonksiyonel olarak SMAD’lar ii¢ ayr1 alt gruba

ayrilirlar:

e Reseptor ile regiile edilen SMAD’lar (R-Smadlar); TGF B ailesi reseptor
kinazlariin direkt substratlaridir.

e Common-partner SMAD’lar (Co-Smadlar); R-Smadlarla birleserek sinyal
iletimine katilan SMAD’lar.

e Inhibitor SMAD’lar (I-Smadlar); Diger iki grubun sinyal fonksiyonunu
inhibe eden antagonist SMAD’lardir ( Itoh et al., 2000).
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Sekil 2. SMAD ailesi. Smadlarin 3 alt familyast. MH1 bdlgesi mavi, MH2 bdlgesi yesille
gosterilmistir MH2 yapisinda a-heliks 2, L3 Loop, H3\4 loop, b-sa¢ tokasi yapist ve
Smad2’de ekzon 3 yapisi, NLS, NES motifleri ve R-Smadlarda SSXS motifi ile
fosforillenmis serin rezidiileri (Moustakas 2001).

R-Smad ve Co-Smadlar MH1 ve MH2 bdlgelerinden olusan, prolinden
zengin baglanti bolgeleriyle birlesmis, Mad homoloji domainine sahiptirler (Rich et

al., 2001).

Mad Homology 1 Mad Homology 2 % %
(MH2) S5NME

(MHT) Linker (L)
Resmeo T T I |

DNA l;"-'"].f"d' . Recepior binding
MH2 damain repression A binding protein and
Co-activator association
(Higomer formation
MH1 domain repression
Transcriptional activation

Co-smo N N N

DMA binding CMigomer formation
Transcriptional sctivation

I-Smad B B

Sekil 3. SMAD’larin yapist
(Rich J.N et al., 2001)

MH1 ve MH2 bélgelerinin her ikisi de Smad molekiillerinin aktivitesi igin
onemli fonksiyonlara sahiptir. MHI1 bolgesi, DNA’nin baglanmasina izin verirken
(Kim, 1997), MH2 bolgesi hetero ve homo-oligomerlerin doniisiimiine izin verir

(Hata et al., 1997, Meersseman et al., 1997, Zhang et al., 1997). MH2 bdlgesi Co-
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Smad’larda transkripsiyonu arttirmada efektor bdlge olarak rol oynar (Baker and

Harland, 1996, Liu et al., 1996).

R-Smad, Smad 1, 2, 3, 5, 8 olmak iizere 5 ¢esittir. RSmad olarak adlandirilan
Smad 2 ve 3 TGF f, Smadl, 5 ve 8 ise BMP ve AMH’nin sinyalizasyon yolunda yer
almakta ve ligand/reseptor kompleksleri tarafindan fosforillenerek aktiflenmektedir
(Baker and Hardland 1996, Chen et al., 1996, Eppert et al., 1996, Graff et al., 1996,
Nako et al., Zhang et al., 1996). Smad4 (Co-Smad) RSmad proteinlerinin etkisi ile
fosforillenmektedir. Smad proteinlerinden Smad6 ve Smad7 Smad-reseptdr veya
Smad-Smad etkilesimlerini inhibe ederek, TGF B yolunun kontroliine katilirlar.
Smad proteinlerinin yapisinda bir baglag bolge tarafindan birlestirilen iki globiiler
bolge bulunmaktadir. N-terminalindeki MH1 boélgesi 5°-AGAC-3’ niikleotid dizisini
tantyarak DNA’ya baglanir (Rich et al.,, 2001, Vural 2010). Bagla¢ bolgesinde
ubikitin ligazin baglandig1 ve fosforilasyon yerleri bulunmaktadir. Bu bolge ayrica
diger sinyalizasyon yollarin TGF f yolu ile kesistigi noktadir. C-terminalindeki MH2
bolgesi Smad reseptdr, Smad-Smad ve Smad-transkripsiyon faktor etkilesimlerine
aracilik eder. MH2 bdlgesinde aktif TPRI tarafindan fosforile edilen, Ser-X-Ser
aminoasit dizisi bulunmaktadir. Ser-X-Ser motifin fosforilasyonu sonrast RSmadlar
Smad4’iin MH2 bolgesine baglanirlar. RSmad/Smad4 kompleksin olusmasi ile TGF
B yolunun sitoplazmik kolu sonlandirilir ve kompleks nukleusa aktarilarak TGF 3
yolunun nukleer kolu baslatilmis olur. RSmad/Smad4 kompleksi nukleoporinlerin
araciligi ile sitozolden nukleusa aktarilir. Nukleusta RSmad/Smad4 kompleksi 300-
400’e yakin genin promotor bolgesine baglanarak transkripsiyonu regiile eder.
RSmad/Smad4 kompleksin DNA’ya baglanmas1 ¢esitli kofaktorler tarafindan
kolaylastirilir ve kontrol edilir. Bu kofaktorler, komplekse cesitli koaktivator ve
korepresorlerin  baglanmasini da kolaylastirarak transkripsiyonun regulasyonunu
saglar. Ote yandan, Smad/Smad/DNA etkilesimini kontrol eden kofaktdrlerin
aktivasyonu veya ekspresyonu TGFB-Smad disinda bir¢ok sinyalizasyon yolu
tarafindan kontrol edilir (Vural 2010).

Boylece TGF B-Smad yolu hiicredeki diger sinyalizasyon yollari ile karsilikli
etkilesime girer. TGFB-Smad yolundaki sinyal iletisinin  durdurulmasi

defosforilasyon ya da ubikitinizasyon mekanizmalar ile gergeklestirilir. TGF B,
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reseptorlerinden ayrilinca, RSmad proteinleri hizla defosforile edilerek inaktive olur
ve sitozole aktarilir. Defosforilasyon mekanizmasina ek olarak, RSmad’larin baglag
bolgesine ubikitin ligaz enzimin etkisi ile ubikitin baglanir. Ubikitin baglanmis
RSmadlar ise proteozomal yikilima ugrar. RSmadlarin ubikitinizasyonu, hiicrede

TGF B’ya olan cevabin derecesini ve siiresini kontrol eder (Vural 2010).

Son yillarda TGF B yoluna Smad proteinlerinin aracilik etmedigi bir¢ok baska
sinyalizasyon yolu ile etkilestigi 6ne siirlilmiistiir. Bu yollar arasinda Ras-ERK-1
(extracellular regulated kinase), MAPK (mitogen-activated protein kinase), PI3K
(phosphoinositide-3 kinase)-Akt, PP2A (protein phosphatase) ve Rho-proteinleri yer
almaktadir (Vural 2010).
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Sekil 4. TGF-B/SMAD yolu
(Rich J.N et al., 2001)

TGF-f ailesi tiyesi kendi tip 2 reseptoriine baglanir. Tip 2 reseptor ile tip 1
reseptor birlesir bu da reseptdr kompleksin olusumuna yol agar ve tip 1 reseptdriin
fosforilasyonu gergeklesir. Aktif hale geg¢mis olan tip 1 reseptor, reseptor ile
diizenlenen SMAD’lar1 (R-SMAD) fosforile eder, fosforlanmis bu proteinler Smad4
ile birlesirler ve hiicre ¢ekirdegine tasimirlar. Hiicre c¢ekirdegi icinde SMAD
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kompleksi, DNA baglanma proteini ile birlesir ve bu kompleks hedef gendeki 6zel

bolgelere baglanarak transkripsiyonu aktive eder.
2.3.3. TGF p’nin Fonksiyonlar:
2.3.3.1. Antiproliferatif Etkisi

Normal hiicrelerde proliferasyonu baskilar ve farklilasmayr hizlandirir.
Epitelyal ve hematopoetik hiicrelerde TGF P antiproliferatif etkilidir ve hiicre
siklusunu G1 fazinda durdurur (Siegel and Massague 2003). Hiicre siklusunun
ilerlemesi icin gerekli olan sikline bagimli kinazlarin (CDK) inhibitérleri olan p21 ve

pl5 proteinlerinin sentezini aktiflestirir (Pardali et al., 2000, Seoane et al., 2001).
2.3.3.2. Proapoptotik Etkisi

Heniliz aydinlatilamamis bir mekanizma ile apoptozu indiikler. Prostat
karsinomu hiicrelerinde TGF B’nin baglattigi apoptoz siirecine ARTS (apoptoz
regiilatorii) ve DAXX (fas reseptorlerine baglanan) proteinlerinin de katildig

bildirilmistir (Vural 2010).
2.3.3.3. Anti-inflamatuar Etkisi

TGF B bilinen en giiclii immiin-supresif molekiillerden biridir. TGF  immiin
sistemin efektor T ve sitostatik T hiicrelerini baskilayarak diizenleyici T-reg
hiicrelerini ise aktifleyerek immiin ve inflamatuar cevabi baskilamaktadir (Li et al.,

2000).
2.3.4. TGF p Kaskadindaki Degisiklikler ve Kanser

TGF B’nin kanserde bifazik karmagik bir rolii vardir. Kanser gelisiminin
erken evresinde tiimor supresor gibi davranirken karsinogenezisin ge¢ fazinda timor
gelistirici  olarak davranmaktadir. Ornegin; ¢ogu tiimdrler immiin sistem
fonksiyonunu baskilama, ekstraselliiler matriksde TGF P’nin {iretimini uyararak

anjiyogenezisin artmasini yoniinde bir etkiye sahiptir (Rich et al., 2001).
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TGF B yolunun komponentleri 3 ana hedefleri olan TGF B reseptorleri,

Smad’lar ve hedef genler ile kanseri degistirebilir.
2.4. Kanserde Reseptor Mutasyonlari

Kanser cesitlerinin gogu TGF B reseptoriinde mutasyonlara sahiptir. Ozellikle
tip 2 reseptor mutasyonu en yaygin olanidir. (Rich et al., 2001) Tip 2 reseptor
geninde meydana gelen delesyon veya duplikasyonlar, reseptoriin inaktivasyonuna
veya kinaz 6zelliginin kaybina neden olurlar. Tip 2 reseptér mutasyonlar1 ve yanlis
eslestirme tamir defektli tiimorler arasindaki iliski reseptor defektleri icin olasi
mekanizmayr gosterir. Kolon, mide, akciger, karaciger, safra kesesi, over
kanserlerinde tip 2 reseptdr mutasyonlar1 sik goriilmektedir (Rich et al., 2001, Vural
2010). Tip 2 reseptor poliadenin tekrarlarindan olusan bir kodlama bdlgesine sahiptir
ve burada mutasyonlar siklikla g¢erceve kaymasi (frameshift) mutasyonlar1 ve

reseptor bozulmasi sonucu olusur (Rich et al., 2001).

Tip 1 reseptor geninde olusan ¢ergeve kaymasi ve yanlis anlamli (missense)
mutasyonlara over, 6zafagus, bas/boyun kanserlerinde sik rastlanilmaktadir. Ayrica
her iki reseptdr genin promotor bdlgesindeki mutasyonlar prostat, mesane, akciger ve

mide kanserlerinde goriiliir (Vural 2010).
2.5. Kanserde Smad’larin Mutasyonu

TGF B yolundaki kilit rollerine ragmen kanserde RSmad genlerinde
mutasyonlara daha az rastlamr (Vural, 2010). Insan Smad4’e dahil olan DPC4
(deleted in pancreatic cancer 4) geni pankreatik karsinomada ¢ogunlukla mutasyona
ugrayan veya silinen bir gendir. Smad4 metastatik kolon kanserlerinde ve kolorektal
kanserlerde siklikla mutasyona ugramaktadir. Ayrica, Smad2 kolorektal tiimorlerde
genellikle degismektedir ve son fare modellerinde Smad3 kaybi % 100 siklikta
metastatik kolon kanserini gelistirmektedir (Rich et al., 2001). Smad6 ve Smad?7
genlerinin artmig ekspresyonu da endometrium ve tiroid kanserine neden

olabilmektedir (Cerutti et al., 2003, Dowdy et al., 2005).
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2.6. Polimorfizm

Insanlardaki kalitsal genetik kusurlar (mutasyonlar), kimyasallar1 aktive eden
ve detoksifiye eden enzimlerin yapisint ve ifade edilme diizeyini (karsinojen
metabolizmasini) etkileyen kisisel genetik farkliliklar ve DNA hasarmin onarim
kapasitesini etkileyen polimorfik/genetik degisiklikler, kanser riskini arttirabilen

baslica genetik faktorlerdir.

Polimorfizmlere mutasyonlardan daha sik rastlanir. Toplumda %1’den daha
yiiksek siklikta bulunan genetik cesitlilik tipi ya da gen segenekleri polimorfizm
olarak tanimlanir. Genomda binlerce aday polimorfik genin bulunmasi ve
genomunda bu farkliliklar1 tagiyan kisilerin kanser gelisimine olan duyarliliklarinin

etkilenebilecek olmasi pek ¢ok arastirmaciyi bu ¢alisma alanina siiriiklemektedir.

Evrimsel sliregte, tiim tirlerin farklilagmasindan ve bir tiiriin {yeleri
arasindaki farkliliklardan genetik ¢esitlilik sorumludur. Polimorfizm, genlerde
genetik cesitlilige yol acan bu degisikliklerden birisidir. Genomdaki niikleotid tekrar
sayist degisiklikleri cogunlukla tek niikleotid polimorfizmi olmak {izere ikili, ti¢li
olabilmektedir. Nadir olarak da kromozom diizeyinde baz1 yapisal diizenlenmeler

seklinde genetik polimorfizmler goriilmektedir (Ekmekgi ve ark., 2008).

TGF-pI1 geninin promotor bdlgede lokalize olan 3 varyasyonu tespit

edilmistir bunlar;

~988C/A (rs1800820), -800 G/A (rs1800468) ve -509 C/T (rs1800469) dir (He
2010, Qi et al., 2009).

TGF p1 geni polimorfizmine ¢esitli kanser tiirlerinde ve bazi hastaliklarda

bakildiginda, ¢alismalar dogrultusunda su sonuclar elde edilmistir:

TGF pI geni polimorfizminde 167 gastrik kanserli hasta 193 kontrol
grubundan olusan bir ¢calismada, TGF 1 C-509T ve TGF 1 T869C polimorfizmini
Cin populasyonunda kritik risk faktorii olabilecegini sdylemislerdir (Li et al., 2008).

[ranli iilseratif kolitli 155 hasta ve 139 kontrol grubunun katildigi bir
calismada TGF p1 -509C/T polimorfizmi istatistiksel olarak anlamli degilken, ayni
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hastalarda TGF p1 -800G/A polimorfizmi anlamli bulunmustur (Tamizifar et al.,
2008).

Baska bir calismada 157 kolorektal kanserli hastalarda, 117 kisiden olusan
kontrollerle karsilastirildiginda; TGF 1 -509T7/C ve VEGF 936T/C polimorfizmine
rastlanmazken, ayni hasta gruplarinda EGF 61A4/G polimorfizmini istatistiksel olarak
anlamli bulmuslardir (Wu et al., 2009). Aksine Chung et al. (2006) C-509T
polimorfizminin Kore populasyonunda kolorektal kanser riskini azaltabilecegini

sOylemiglerdir.

Cin populasyonunda hepatoseliiler karsinomali 575 hastada ve 299 kontrol
grubunda yapilan diger bir ¢alismada TGF p1 -509C/T polimorfizmi, kanserin

gelisimi ve artmis kansere yakalanma riski ile iliskili bulunmamistir (Qi et al., 2009).

Primer nefrotik sendromdaki tubulointestinal hasarinda 7GF g1 -509C/T
polimorfizminin arastirildigr bir ¢alismada 98 hasta ve 128 kontrol grubu yer
almaktadir. T alleli ve CT+TT genotip siklig1 primer nefrotik sendromlu hastalarda

kontrolleden daha yiiksek bulunmustur (Li et al., 2010).

Wei et al. (2007)’un yaptig1 ¢aligma 108 nazofaringeal karsinomali hasta ve
120 kontrol grubundan olusmaktadir. TGF f1 -509C/T ve 869 T/C olmak iizere 2
polimorfizmi Cin populasyonunda aragtirmislardir. -5097 ve 869C allelleri
tagiyicilart, tasiyict olmayanlarla karsilastirildiginda hastalarda anlamli yiiksek
bulunmustur. Genotip analizine bakildiginda da yine -5097/869C haplotipi hastalarda

yiiksek bulunmustur.
2.7. Prostat Kanseri ve Benign Prostat Hiperplazisi

Prostat adenokarsinomu erkeklerde en sik goriilen kanser tiiriidiir ve kanser
Olimlerinde 2. siradadir. Prostat kanseri tipik olarak 50 yas istii erkeklerin
hastaligidir. (Robbins et al., 2009). Geng erkeklerde nadirdir ve goriilme siklig1 yasla
birlikte artar (Sculz 2005). Histolojik olarak 30 yasindan once prostat kanseri asla
goriilmez ve 80 yasindan sonra da erkeklerin %90’1nda prostat kanserinin yayilmasi
artar (Paolone 2010). Ancak artmus riske sahip erkeklerde, prostat kanseri taramasina

40 yasinda baglanmasi Onerilir. Yasa gore uyarlanmis prostat kanseri sikligi Birlesik
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Devletlerde 100000°de 69’dur. Ellili yaslardaki erkeklerde %20 olan goriilme sikligi,
70-80 yaslar1 arasinda yaklasik %70’e cikar. Hastaligin goriilme sikliginda irksal
farkliliklar da vardir. Ornegin Asyalilarda nadirdir. Yas, ik, aile dykiisii, hormon
diizeyleri ve cevresel etkiler prostat kanserine neden olabilmektedir. Hastalik
Birlesik Devletlerde zencilerde ¢ok daha siktir ve mortalitesi oldukca yiksektir
(Robbins et al., 2009). 2005 yilinda Saglik Bakanligi’nin yapti1 aragtirmaya gore
Tiirkiye’de de erkeklerde akciger kanserinden sonra ikinci sirada prostat kanseri

goriilmektedir.

Tablo 2. Tiirkiye’de 2005 yilinda yapilan istatistie gore erkeklerde kanserlerin

goriilme siklig1
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Prostat kanserinin genetigi ve molekiiler patogenezi {izerinde c¢alisilmistir.
Amerikali beyaz erkeklerin yaklasik %10’unda prostat kanseri gelisimi, prostat
kanser yatkinlik genlerinin germ-line kaliimima baglanmistir. Bu ailesel olgularin
ticte birinde prostat kanseri ile ilgili genler kromozom 1q24-25’de (HPC1 geni) ve X
kromozomunda belirlenmistir (Robbins et al., 2009, Anafarta ve ark., 2007). Birinci
dereceden bir akrabasinda prostat kanseri olan erkeklerde risk, ailesel Oykiisii
olmayanlara gore 2 kat fazla iken, iki akrabasinda prostat kanseri olanlarda 5 kat
fazladir (Robbins et al., 2009). Ailesinde meme kanseri olanlarin da prostat kanserine
yakalanma riskinin fazla oldugu belirtilmistir. Erken yaslardaki kanserlerde ailesel
etkinin fazla oldugu, ileri yaslarda ise sporadik gelistigi belirtilmektedir. Bu nedenle
prostat kanserinde aile hikayesi olan erkeklerde PSA (prostat spesifik antijen)

taramalarina erken baslanmasi (40-45 yas) Onerilmektedir (Anafarta ve ark., 2007).
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Ayrica, kromozom 8p, 10q, 13q, 16q’da prostat karsinogenezinde erken déonemde

kaybolan kanser baskilayic1 genler saptanmistir (Robbins et al., 2009).

Yagh diyetle beslenenlerde cinsiyet hormonu olusumu fazla oldugundan
sirkiilasyonda dolasan androjen seviyesi de yiikselmektedir. Bu durum prostat kanser
etiyolojisinde dnemli yer tutmaktadir. Yagdan zengin diyet hem in vivo hem in vitro

ortamda prostat kanser etiyolojisinde etkilidir (Anafarta ve ark., 2007).

Yiiksek kalsiyum diizeyi de artmis prostat kanseriyle iliskilidir. Giiglii bir
antioksidan olan likopen ve selenyum prostat kanserinden koruyucu etkiye sahiptir.
Selenyum diizeyinin yiiksek olmasi prostat kanseri gelisme riskini yaklagik yari
yariya azaltmaktadir. Bir diger antioksidan E vitamini hiicre zarlarin1 serbest radikal
hasarina karsi korur. E vitamini prostat kanseri hiicrelerinde proapopitotik ve

antiproliferatif etkiye sahiptir (Anafarta ve ark., 2007).

Yeni tarama yOntemleri biyolojik davranis1 zayif, hayati tehdit etmeyen sessiz
prostat kanserlerinin, klinik prostat kanserlerine erismeden teshise imkan verdigi
icin, son on yilda bu hastaligin insidansinda yilikselme olmustur. Amerika’da
erkeklerde en sik goriilen kanser prostat kanseridir ve 2004 yilinda 230110 yeni
prostat kanser vakasi ve 29900 bu kansere bagli 6liim beklenmektedir. Avrupa’da,
prostat kanseri erkek malignitelerinin %]11’ini, erkek oOliimlerinin de %9’unu
olusturmaktadir. Japonya’da ise kanser Sliimleri igerisinde 7. sirada yer almaktadir

(Anafarta ve ark., 2007).

Prostat kanserinin biyolojik davranisi ¢ok farkli olup, pek cogu yavas
ilerleyen sessiz kanserlerdir.  Sosyoekonomik durumu kotii ve kirsal alanda
yasayanlar genellikle ileri evrede doktora bagvurduklari i¢in, lokalize prostat kanseri
oran1 sosyoekonomik durumu iyi olan ve sehirde yasayanlara gore daha az

goriilmektedir (Anafarta ve ark., 2007).

Benign prostat hiperplazisi ile prostat kanseri arasindaki iliski
arastirildiginda, her iki patolojinin de yaslilarda goriilmesi ve androjene bagimli

olmasi gibi ortak yonlerinin olmasina karsin kesin bir etkilesim tespit edilmemistir.
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Prostat, her tiirli hormondan etkilenmekle beraber androjenler, prostatik
hiicre proliferasyonu ve gelisiminde en ©6nemli hormondur. Serum testosteron
seviyeleri kisiden kisiye degisiklik gostermekte, ayrica serum testosteron seviyesiyle
prostat kanseri gelisme riski arasinda bir iligki bulunmamaktadir. Ancak bazi
calismalarda kanser tanisi alanlarda serum testosteron seviyesinin diigiik olmasi koti
prognostik faktor olarak belirtilmektedir. Yaslanmayla birlikte serum testosteron

seviyesi azalirken prostat kanseri insidansi da artmaktadir.

Benign prostat hiperplazisi; prostatik stromal ve epitelyal hiicrelerde,
periiiretral bolgede oldukga iyi smirli biiyiik nodiillerin olusumu ile sonuglanan
hiperplazi ile karakterizedir. Elli yas tiizeri erkeklerde oldukg¢a sik goriilen bir
hastaliktir. Yeterince biiylik oldugunda nodiiller iiretral kanali basiya ugratip
daraltarak kismen veya bazen tam iiretra obstriiksiyonuna neden olmaktadir (Robbins

et al., 2009).

Histolojik nodiiler hiperplazi bulgulari, 40 yasindaki erkeklerin yaklasik
%20’sinde izlenebilir, bu siklik 60 yas i¢in %70 ve 70 yas i¢in %90’a ¢ikmaktadir.
BPH olduk¢a 6nemli bir sorun olup Birlesik Devletlerdeki 50 yas {istii beyaz
erkeklerin yaklasik %30’unda orta siddette veya siddetli semptomlara neden
olmaktadir. BPH olusumunun, androjenlerin etkisine bagli oldugu yoniindeki
bulugular oldukga kuvvetlidir. Ornegin, prepubertal kastrasyon, nodiiler hiperplazi
BPH gelisimini engellemektedir (Robbins et al., 2009).

5c¢ reductase

OH OH
Testosterone /"HT,— I, _,,-J“xtu\
["\‘_,,/ _wa' [ e [ /‘
- | J

D'F“‘j T ~ T: Dn“‘;l‘/ﬁ Dihvdro-testosterone

NADPH + H* NADP*

Sekil 5. Testosteronun Sa rediiktaz enzimi ile dihidrotestosterona doniisiimii (Sculz 2005).
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Epidemiyolojik ¢alismalarda klinik BPH icin degisik risk faktorleri
bildirilmesine ragmen, standart bir tanimlamanin yapilamamis olmasi nedeni ile
sonuclar siipheli karsilanmaktadir (Robbins et al., 2009). Ancak ¢alismalar ile iki
faktoriin kesin olarak gerekliligi ortaya konulmustur. Bunlar yas ve testosteron
hormunudur (Griffiths 1998). Ayrica 6strojen hormonu BPH gelisiminde testosteron

hormonuyla sinerjistik rol oynar (Mullan 2006).

Baz1 ¢aligmalarda ailesel ve genetik faktorlerin rol oynadigi iddia edilmistir.
Erken yasta fazla miktarda doku rezeksiyonu yapilan hastalarin birinci derece
akrabalarinda prostat ameliyatt olma riski kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur.
Etnik faktorler, prostat kanserinin aksine klinik BPH’da siyah ve beyaz irklarda ayni

oranlarda seyretmektedir.

Testosteronun bir metaboliti olan dihidrotestesteron (DHT), prostatik
biiylimenin en iyi aracisidir. Dolagimdaki testosterondan Sa-rediiktaz tip 2 enziminin
etkisiyle prostatta sentezlenir. Sa-rediiktaz tip 2 enzimi en ¢ok DHT sentezinin ana
bolgesi olan stromal hiicrelerde bulunur. Sentezlenen DHT otokrin yolla stromal
hiicreleri veya parakrin yolla epitelyal hiicreleri etkiler. Her iki hiicre tlirlinde, DHT
niikleer androjen reseptorlerine baglanir ve epitelyal ve stromal hiicreler igin
mitojenik etkili biiylime faktorlerinin transkripsiyonunu uyarir. Testosteron da
androjen reseptorlerine baglanabilir ve biiylimeyi uyarabilir, androjen reseptoriinden
daha yavas ayrildig1 i¢cin DHT 10 kat daha fazla etkili olmaktadir (Robbins et
al.,2009).

Serum testosteron diizeylerinde yasla birlikte azalma olurken, prostatik DHT
diizeyleri ve androjen reseptOr sayisi yasla birlikte artmaktadir. Ayrica Sa-rediiktaz
enzim eksikligi olan psddohermafroditlerde prostat kanserine rastlanmaz. Etnik
gruplar arasinda prostat kanseri insidansinda degisiklikler goriilmesi, DHT
seviyesiyle ilgili olabilir. Ornegin, Japonlarda Sa-rediiktaz aktivitesi azalmis olarak

saptanmaktadir (Anafarta ve ark., 2007).
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3. GEREC ve YONTEM

Prostat kanseri tanistyla TUR-P (prostatin transiiretral rezeksiyonu) yapilan

20 PCa’l1 ve tanisi patolojik olarak kamitlanmig 35 BPH’l1 hastalarin kan ve doku

ornekleri Isparta Siileyman Demirel Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi

Uroloji Servisinden Haziran 2010-2011 tarihleri arasinda alinmustir. Kanlar 2cc

alinmis ve EDTA’l tiiplerde +4°C’de saklanmistir. Doku 6rnekleri ise yaklasik 25

mg alinarak steril sigselerde -20°C’de saklanmustir.

3.1. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

PCR tiipii (Corning 3745)

Eppendorf Tiipii (Corning 3622)

Mavi Pipet Ucu (Boeco 1-200-80-2)

Sar1 Pipet Ucu (Boeco 1-110-81-1)

DNA Saklama Kutusu (Biosigma N40.4111)

Tiip Sporu (LP N40.4005)

UV spektrofotometre (Shimadzu UV 1700, Japan)
Mikrosantrifiij (Heraus Biofuge D-37520, Germany)
Otoklav (Hirayama HVE-50 Japan)

Etiiv (Binder, Tiirkiye)

Buzdolab1 (Argelik-8188 NF, Tiirkiye)

Derin Dondurucu (Beko 8460 T, Tiirkiye)

Kar Makinas1 (Hoshizaki FM-120EE, EU)

Bidistile Su Cihaz1 (Millipore Simlicity 185, France)

Su Banyosu (Termal Labaratuvar Aletleri 820-3, Tiirkiye)

Laminar Hava Kabini (ESCO, Tiirkiye)
Vorteks (Niive NM 110, Tiirkiye)

Termal Cycler (Peqlab Primus 96, Germany)
Hassas Terazi (Shimadzu AX200, Japan)
Mikrodalga Firin (Beko MD 1505, China)
Manyetik Karistirici (IKA RH-KT/C, Brazil)
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e Elektroforez Tanki (Scie-plas V-GEL, UK)
e Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Consort EV215, Belgium)
¢ Transliiminator (Ultra Lum. Inc., Tiirkiye)

e PCR cihaz1
3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e EDTA (Sigma E-5134)

e Etanol (Riedel-de Haen 32221)

e Etidyum Bromid (Sigma E-1510)

e Pure Gene Blood Core Kit B (Qiagene 1042606 )
e Pure Link Genomik DNA Kit (Invitrogen K1820-02)
e Taq DNA Polimeraz (Fermentas FE-EP0402)

e Agaroz (Serva 11380)

e dNTP Mix (Promega U1515)

e 10xPCR Buffer (Fermantes EP0402)

¢ Bidistile Su (Sigma W-3500)

e Molecular weight marker DNA (Promega G 2101)
e Restriksiyon enzimi Bsu36I (Promega R682A)

e TGF B1 i¢in;

Forward primer: 5’CAG-ACT-CTA-GAG-ACT-GTC-AG 3’
Reverse primer: 5’AGA-ACG-GAA-GGA-GAG-TCA-GG 3’
3.3. Periferik Kandan DNA izolasyonu

1. 1.5 mI’lik ependorf tiiplere RBC (red blood cell) lysis soliisyonundan 900
ul eklendi.

2. +4°C’de saklanan kanlar 10 dakika oda sicakliginda bekletilen tiiplerden
alian 300 pl kan 6rnegi tizerine konuldu.

3. Tiipler oda sicakliginda visne ¢iiriigii rengi olana kadar 3-4 dakika inkiibe

edildi. inkiibasyon sirasinda tiipler en az iki kez alt iist edildi.
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10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

13000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi ve beyaz kan hiicrelerinin dibe
¢Okmesi saglandi.

Yaklasik 10 pl pellet kalana kadar silipernatant atildi ve tlipler kurutma
kagidina ters c¢evrilerek kalan slipernatantin akmasi saglandi.

Dipte kalan pelletin dagilmasi i¢in siddetli vorteks yapildi.

Tiplere 300 pl cell lysis soliisyonu eklendi.

Hiicreleri lizis etmek icin pipetaj yapildi ya da 10 saniye siddetli vorteks
yapild.

Tiiplere 100 pl protein precipitation soliisyonu ilave edildi. Kirmizi
taneler kaybolana kadar siddetli vorteks yapildi.

13000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi.

Bagka temiz ependorflara 300 pl izopropanol eklendi ve agizlan
kapatilarak bekletildi.

Dipteki protein ¢okeltisinin karigsmamasina 6zen gosterilerek siipernatant
alind1 ve izopropanoliin konuldugu ependorf tiiplere eklendi.

DNA goriiliir hale gelene kadar yaklasik 50 kez alt st edildi. Tiipler
13000 rpm’de 1 dakika santrifijjlendi. Siipernatant atildi ve tiipler
kurutma kagidina ters c¢evrilerek kalan sivinin akmasi saglandi.

300 pl %70’lik alkol tiiplere eklendi ve birka¢ kez alt iist edilerek
DNA’nin yikanmasi saglandi. Tiipler 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi.

Stipernatant atild1 ve tiipler kurutma kagidina ters ¢evrilerek kalan sivinin
akmas1 saglandi. A¢ik havada yaklasik 5 dakika kurutmaya birakilip alkol
buharlastirildi.

Tiiplere 50-200 ul DNA hidratasyon soliisyonu eklenip c¢alkalanarak elle
¢Oziinmesi saglandi. Agizlar parafilmle kapatilip etiketlendikten sonra 1

gece oda 1s1sinda inkiibe edildi ve +4°C’de saklandi.
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3.4. Dokudan DNA izolasyonu

10.

11.

12.

. PCa’lhi ve BPH’1 dokular bistiiriyle kryma haline getirildikten sonra steril

mikrosantrifiij tiiplere yerlestirildi.

Tiiplere 180 pl pure link genomic digestion buffer ve 20 ul proteinaz K
eklendi.

. Lizis tamamlanana kadar 55°C’de su banyosunda 1 gece inkiibasyona

birakildi ve ara ara vortekslendi.
Lizat maksimum hizda oda sicakliginda 4 dakika santrifiijlendi.

Stipernatant yeni steril mikrosantrifiij tiipe transfer edildi. Lizata 20 pl

RNase A eklenip vortekslendi. Oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildi.

. 200 pl pure link genomic lysis/binding buffer eklenip vortekslendi.

Lizata 200 pl %96-100’liik etanol eklenip 5 saniye vortekslendi.

Pure link spin column’a mikrosantrifiij tiipteki lizat aktarildi. 13000

rpm’de 2 dakika santrifiijlendi.

. Collection tiip i¢inden spin column c¢ikarilip yeni collection tiipe

yerlestirildi. Daha sonra DNA yikama agamasina gegildi.

Yikama buffer I’den 500 pl spin column’a eklendi. Oda sicakliginda
13000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

Collection tiip tekrar ¢ikarilip atildi ve yeni collection tiipe spin column
yerlestirildi. 500 pl yikama buffer II, spin column’a eklenip maksimum

hizda 3 dakika oda sicakliginda tekrar santrifiijlendi.

Spin column steril 1.5 pl ependorf tiipe yerlestirilerek 100 pl purelink
genomic elution buffer, spin column’a ilave edildi. 1 dakika oda
sicakliginda inkiibe sonrasinda maksimum hizda 2 dakika oda
sicakliginda santrifiij yapildi ve DNA’nin ependorf tiipe gegmesi saglandi.

Tiplerin agz1 parafilmlenerek etiketlenerek +4°C’de saklandi.
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3.5. TGF p C509T Polimorfizminin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Yontemi ile Cogaltilmasi
3.5.1. Kodon Bélgesinin Cogaltilmasi i¢in Kullamlan Primer Dizileri

C-509T polimorfizminin gozlendigi bdlgenin ¢ogaltilmasinda kullanilan
primerlerin niikleotid dizisi asagida verildigi sekildedir. Primerler uluslararasi

yayinlarda dogrulanmistir.
Forward primer: 5’>CAG-ACT-CTA-GAG-ACT-GTC-AG 3’
Reverse primer: 5’AGA-ACG-GAA-GGA-GAG-TCA-GG 3’
3.5.2. PCR Kosullar

Toplam PCR hacmi 20 pl olacak sekilde tablo 3’teki bilesenler sirasi ile 0.5
ml’lik tiiplere ilave edildi. PCR karistiminin hazirlanma islemlerinin hepsi buz

tizerinde sogukta ve steril kabin igerisinde yapildi.

Forward primer: Primer 38,6 nmol hacminde ticari olarak temin edilmistir.
Uzerine 386 pl dH,O eklenerek 100 pmol stok primer elde edildi. 90 pl dH,O

tizerine 10 pl stok primerden eklenerek 10pmol/ pl primer hazirland.

Reverse primer: Primer 35,2 nmol hacminde ticari olarak temin edilmistir.
Uzerine 352 pl dH,O eklenerek 100 pmol stok primer elde edildi. 90 pl dH,O

tizerine 10 pl stok primerden eklenerek 10pmol/ pl primer hazirlandi.

Tabloda 3’te bir hasta i¢in PCR master miks i¢in hesaplama verilmistir. Olas1

pipetaj hatalar1 i¢in 10 numunelik PCR i¢in 12 numune master miks hazirlanmigtir.
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Tablo 3. PCR karigiminin hazirlanmasi

Ix
DNA (30-100 ng) Sul
Forward primer 1l
Reverse primer 1wl
Buffer (10x) 2,5ul
dNTP mix 1l
MgCl, 1l
Taq DNA polimeraz 0,2 ul
(5U/ul)
dH,O 13,3 ul

Toplam 25 pl

Her bir dNTP’den 50 pl alinarak tizerine 800 pl dH,O eklenerek dNTP

karigimi hazirlandi.

Taq polimeraz eklendikten sonra hi¢ vakit kaybetmeden tiip i¢ine konulan
bilesenlerin iyice karigmasi icin pipetaj yapildi. 0,2 ml’lik PCR tiiplerine 20 pl
reaksiyon karigimi dagitilarak, her bir tiipe 5 pl DNA ilave edildi ve yeniden
pipetleme yapildi. Tiipler hizli santrifiij yapildiktan sonra PCR cihazina yerlestirildi.

PCR basamaklari tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. PCR basamaklari

Initialization step 95°C 3 dakika

(Ilk denatiirasyon)

Denaturation step 95°C 1 dakika

Denatiirasyon

Annealig step 62.5°C 45 saniye | 35 dongii
(Primer Baglanmasi)

Extension step 72°C 1 dakika

(Sentez, uzama)

Final elongation 72°C 10 dakika

(Son uzama)
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3.5.3. PCR Uriinlerinin Kontrolii

PCR fiiriinlerinin olup olmadigimi kontrol etmek amaci ile PCR tiiplinden
alman 10 pl 6rnek 2 pl yiikleme tamponu ile karistirilarak agaroz jelde 120 voltta 45
dakika yiritildii. Siire sonunda jeldeki bantlar UV 11k altinda goriintiilenerek
fotograflandi. Bant paterni gozlenen 6rnekler i¢in enzim kesimi yapildi. PCR iiriinii
olusumu gozlenmeyenlerde yeniden PCR yapildi. Bazi kuyucuklarda ise DNA

gozlenemediginden ilgili numuneler i¢in yeniden DNA izolasyonu ve PCR yapildu.
3.5.4. Enzim Kesim Reaksiyonu

PCR iirlinlerinde, C-509T polimorfizm bolgesinin Bsu361 enzimi kullanilarak

kesimi yapildi (Tablo 4).

Tablo 5. Enzim kesim reaksiyonu

7,3 dH,O

2l RE 10X Buffer
0,2 ul Asetilenmis BSA
0,5 ul Bsu361
Toplam:10 pl

Enzim kesimi i¢in toplam hasta sayisi kadar tiipte hazirlanan Bsu36l enzim
kesim reaksiyonu vortekslendi ve ardindan hizl santrifiij yapildi. Her bir tiipe 10’ar
pl dagitildi, iizerine hastalarin her birinden alinan kan ve doku orneklerinden elde
edilen 10 pl PCR fiiriinii DNA eklendi ve hizli santrifiijlenerek etiivde 37°C’de 3-4

saat inkiibe edildi.
3.5.5. Bsu36I Enzim Kesim Uriinlerinin Degerlendirilmesi ve Kontrolii

e  %3’liik agaroz jel hazirlandi.

e Bsu36l kesim enzimi ile kesilen PCR {iriinlinden 10 pl ve yiikleme
tamponundan 2 pl alinarak kanistirilip %3’°liik agaroz jeldeki kuyulara
yiikleme yapildi.

e Kesim firiinleri, DNA molekiiler marker (50 bp marker) ile birlikte

yiiriitiildi.
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e Yiiriitme sonrasi jel Tlzerindeki bantlar, transliminatér cihazinda

degerlendirildi ve fotograflandi.
Bsu361 enzim kesim triinii;
CC 230, 106 bp yabanil tip,
CT 336, 230, 106 bp heterozigot mutant,

TT 336 bp homozigot polimorfik uzunlugundaki bantlar agaroz jel

elektroforezde gosterilerek elde edilmistir.

15

Resim 1. TGF g1 C-509T polimorfizminin PCR {iriiniiniin Bsu36I enzimi ile kesildikten
sonra agaroz elektroforezinde goriintiisti. 1, 4 ve 6 numara heterozigot mutant, 2 ve 5 yabanil
tip, 3 numaral1 hasta ise homozigot polimorfik. M marker (50 bp), 7-15 PCR {irlinii

3.6. Arastirmada Kullanilan Istatiksel Yontemler

Bu caligmanin istatistiksel analizi, SPSS 13.0 paket programi kullanilarak

yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak almmustir.

Genotip ve allelerin goriilme sikliginin  gruplararas1  farkliliklarinin
degerlendirilmesinde Ki kare, McNemar, Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U testi

kullanilmustir.
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4. BULGULAR

Prostat kanserli hastalarin kayitlarina bakildiginda, genelinin gleason score’u

3+3, bir hastanin 4+4 ve diger bir hastanin da 4+5°ti.

Saghk durumu

Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid  PCa 20 36,4 36,4 36,4
BPH 35 63,6 63,6 100,0
Total 55 100,0 100,0
Kan orneklerindeki genotip dagilimi
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Vald CC 15 27,3 27,3 27,3
T 11 20,0 20,0 47,3
CT 29 52,7 52,7 100,0
Total 55 100,0 100,0
Doku orneklerindeki genotip dagilimi
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid  CC 11 20,0 20,0 20,0
T 6 10,9 10,9 30,9
CT 38 69,1 69,1 100,0
Total 55 100,0 100,0
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PCa’lh ve BPH’l1 hastalarin yas dagilim

Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid 46,00 1 1,8 1,8 1,8
50,00 1 1,8 1,8 3,6
54,00 1 1,8 1,8 5,5
55,00 1 1,8 1,8 73
56,00 3 55 55 12,7
58,00 2 3,6 3,6 16,4
59,00 4 7.3 7,3 23,6
63,00 1 1,8 1,8 25,5
65,00 1 1,8 1,8 27,3
66,00 6 10,9 10,9 38,2
67,00 2 3,6 3,6 41,8
68,00 3 55 55 473
69,00 5 9,1 9,1 56,4
70,00 4 7,3 7,3 63,6
71,00 2 3,6 3,6 67,3
73,00 5 9,1 9,1 76,4
76,00 3 55 55 81,8
77,00 1 1,8 1,8 83,6
79,00 1 1,8 1,8 85,5
81,00 1 1,8 1,8 87,3
82,00 2 3,6 3,6 90,9
83,00 4 7.3 7.3 98,2
85,00 1 1,8 1,8 100,0
Total 55 100,0 100,0
Dokuda belirlenen genotiple yas arasindaki iliski
Doku N Mean Rank
Yas cc 11 32,50
T 6 22,75
CT 38 27,53
Total 55
Yas
\If\lrglslizalTest 1,552
Df 2
Asymp. Sig. ,460
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PCa’li ve BPH’li hastalarin tamaminin dokuda belirlenen genotiple yas
arasindaki iliskiye bakildiginda istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamistir

(p>0,05).

Kanda belirlenen genotiple yas arasindaki iliski

Kan N Mean Rank
Yas cc 15 32,07
T 11 28,77
CT 29 25,60
Total 55
Yas
Kruskal
Wallis Test 1,648
Df 2
Asymp. Sig. 439

PCa’li ve BPH’I1 hastalarin tamaminin kanda belirlenen genotiple yas

arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamaistir (p>0,05).

BPH’I1 hastalarin doku genotip dagilimi ile yas arasindaki iliski

Doku BPH N Mean Rank
YasBPH CC 7 23,36
TT 4 13,50
CcT 24 17,19
Total 35
Yas BPH
Kruskal
Wallis Test 2,850
Df 2
Asymp. Sig. 241

BPH’l1 hastalarin dokudaki genotip dagilimiyla yas arasinda istatistiksel

olarak iligki bulunamamistir (p>0,05).
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PCa’l hastalarin doku genotip dagilim ile yas arasindaki iliski

Doku PCa N Mean Rank
YasPCa CC 4 9,75
T 2 10,25
CT 14 10,75
Total 20
Yas PCa
Kruskal
Wallis Test 093
Df 2
Asymp. Sig. ,954

PCa’li hastalarin dokudaki genotip dagilimiyla yas arasinda istatistiksel

olarak iligki bulunamamistir (p>0,05).

BPH’I1 hastalarin kan genotipi ile yas arasindaki iliski

Kan BPH N Mean Rank
YasBPH CC 9 21,00
TT 7 19,57
CcT 19 16,00
Total 35
Yas BPH
Kruskal
Wallis Test 1,668
Df 2
Asymp. Sig. 434

BPH’l1 hastalarin kan genotip dagilimiyla yas arasinda istatistiksel olarak

farklilik yoktur (p>0,05).
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PCa’h hastalarin kan genotip dagilimi ile yas arasindaki iliski

Kan PCa N Mean Rank
YasPCa CC 6 11,92
T 4 9,63
CT 10 10,00
Total 20
Yas PCa
Kruskal
Walllis Test ,506
Df 2
Asymp. Sig. 776

PCa’l1 hastalarin kan genotip dagilimiyla yas arasinda istatistiksel olarak

farklilik yoktur (p>0,05).

PCa’li hastalarla BPH i hastalarin yaslar1 arasindaki iliski

Saglik durumu N Mean Rank | Sum of Ranks
Yas PCa 20 28,50 570,00
BPH 35 27,71 970,00
Total 55
Yas
Mann-Whitney U 340,000
Wilcoxon W 970,000
z -175
Asymp. Sig. (2-tailed) ,861

Gruplar arasinda yas bakimindan farklilik istatistiksel olarak anlaml

bulunamamustir (p>0,05).
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Kanda genotip dagilimin hastalik iizerine etkisi

Saglik
Durumu Kan Total
CcC TT CT
PCa Count 6 4 10 20
Expected Count 55 40 10,5 20,0
% within saglik durumu 30,0% 20,0% 50,0% 100,0%
o) e
% within kan 40,0% 36,4% 34,5% | 364%
BPH Count 9 7 19 35
Expected Count 9,5 7,0 18,5 35,0
% within saglik durumu 25,7% 20,0% 54,3% 100,0%
% within kan 60,0% 63,6% 65,5% 63,6%
Total Count 15 11 29 55
Expected Count 15,0 11,0 29,0 55,0
% within saglik durumu 27,3% 20,0% 52,7% 100,0%
% within kan 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Value Asymp. Sig.
Df (2-sided)
Pearson Chi-Square ,130 2 ,937
Likelihood Ratio ,129 2 ,937
Linear-by-Linear 125 1 724
Association
N of Valid Cases
55
Kanda genotip dagilimin hastalik iizerine etkisi istatistiksel olarak

bulunamamastir (p>0,05).
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Dokuda genotip dagilimin hastalik iizerine etkisi

Doku Total
CcC TT CT
Saglik Count
durumu 4 2 14 20
Expected Count 4,0 2,2 13,8 20,0
% within saglik durumu 20,0% 10,0% 70,0% 100,0%
% within doku 36,4% 33,3% 36,8% 36,4%
Count 7 4 24 35
Expected Count 7,0 3,8 24,2 35,0
% within saglik durumu 20,0% 11,4% 68,6% 100,0%
% within doku 63,6% 66,7% 63,2% 63,6%
Count 11 6 38 55
Expected Count 11,0 6,0 38,0 55,0
% within saglik durumu 20,0% 10,9% 69,1% 100,0%
% within doku 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Asymp. Sig.
Value Df (2-sided)
Pearson Chi-Square ,028 2 ,986
Likelihood Ratio ,028 2 ,986
Linear-by-Linear 004 1 950
Association ' ’
N of Valid Cases
55

Dokuda genotip dagilimin hastalik {izerine etkisi istatistiksel olarak anlamli

bulunamamastir (p>0,05).

BPH’ I hastalarin doku ve kan genotip dagiliminin karsilastirilmasi

Kan BPH
Hasta Normal Toplam
Doku BPH Hasta 25 3 28
Normal 1 6 7
Toplam 26 9 35
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Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig.
Value Df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square 16,490 1 ,000
Continuity
Correction(a) 12,798 1 000
Likelihood Ratio 15,094 1 ,000
Fisher's Exact Test ,000 ,000
Linear-by-Linear
Association 16,019 1 ,000
McNemar Test 625
N of Valid Cases 35

McNemar testine gore BPH’l1 hastalarin doku ve kanlarinda tespit edilen

genotipler

birbirleri

ile karsilastirildiginda

gbzlenmemistir (p>0,05).

istatistiksel

olarak

anlamlilik

PCa’h hastalarin doku ve kan genotip dagiliminin karsilastirilmasi

Kan PCa
Hasta Normal Total
Doku PCa Hasta 14 2 16
Normal 0 4
Total 14 6 20
Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig.
Value Df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square 11,667(b) 1 ,001
Continuity
Correction(a) 7,872 1 005
Likelihood Ratio 12,378 1 ,000
Fisher's Exact Test ,003 ,003
Linear-by-Linear
Association 11,083 1 001
McNemar Test ,500(c)
N of Valid Cases 20

McNemar testine gore PCa’li hastalarin dokularinda belirlenen genotipler

yine ayni hastalarin kanlarinda belirlenen genotipler ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamlilik gbzlenmemistir (p>0,05).
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5. TARTISMA

Bir sitokin olan TGF B1, hiicre proliferasyonunu ve apopitosisi arttirir. Meme
kanseri, kolorektal kanser, gastrik kanser, karaciger kanseri, akciger kanseri, prostat
kanseri ve diger kanserleri de igeren cesitli kanserlerde anahtar rol alir (Qi et al.,
2009). TGF pI’in farkli polimorfizmleri arasinda, C-509T polimorfizmi en ¢ok
calisilan  polimorfizmlerinden biridir ve farkli kanserlerle iliskili oldugu

diistiniilmektedir.

Prostat kanserli 351 hasta ve benign prostat hiperplazili 221 hastanin, 303
kontrol grubu ile karsilastirildigi bir c¢alismada, TGF f1 geni kodon 10 T/C
polimorfizminde belirlenen TC veya TT genotipinin, PCa riskini 1.62 kat ve BPH
riskini 1.51 kat daha arttirdig1 bulunmustur (Li et al., 2004). Aym kodonda Iran
populasyonunda yapilan diger bir caligmada TT genotipli erkekler CC genotipli
erkeklerle karsilastirildiginda, 1.67 kat daha fazla PCa riskine sahip ve bunlarin da
TC/TT genotipli olanlarinin 1.14 kat daha fazla PCa riski tagidigi belirlenmistir. Ayn
calismada TT genotipli erkekler, CC genotipli erkeklerle karsilastirildiginda, BPH
riskinin 1.54 kat arttig1, bunlarin TC/TT genotipli olanlarinda ise riskin 1.06 kat daha
fazla oldugu tespit edilmistir (Omrani et al., 2009).

Faria et al. (2007) TGF p1 geni LeulOPro ve Arg25Pro polimorfizmini, 83
prostat kanserli, 92 BPH’l1 hasta ve 132 kontrol grubunda arastirmistir. LeulOPro
genotip sikligina bakildiginda; C alleli bulunmast durumunda PCa goriilme riskinin
2.6 kat, BPH gelisiminin 3.6 kat arttigin1 gozlemislerdir. Arg25Pro genotip sikligina

bakildiginda ise anlamli fark tespit etmemislerdir.

Wei et al. (2010) 16166 kanser hastas1 ve 19126 kontrol grubundan olusan
meta analiz ¢alismasinda 7GF fI geninin 29. niikleotitte T/C polimorfizmini
arastirmiglardir. T/C degisimi 16sin aminoasiti yerine prolin aminoasiti olusur.
Calismada yabamil tip TT homozigotlari, CC veya CT genotipleriyle
karsilagtirildiginda farkli organlarda kanser riskini incelemislerdir. Hastalari
Afrikali, Asyali ve Avrupali olmak iizere 3 etnik grupta toplamuslardir. TGF pI
T729C kolorektal kanser, gastrik kanser, akciger kanseri ve karaciger kanseri ile

iliskisini istatistiksel olarak saptamamislardir. Aksine TGF f1 T29C gastrik kanseri
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riskini koruyucu etkilerinden dolay1 azaltabilecegi ile iliskilendirmislerdir ancak
iliski anlamli bulunmamistir. Bununla birlikte kanser tipi ve etnik kokene
bakildiginda, prostat kanseri riskini Asyalilarda anlamli arttirdigi goriilmiistiir. Bu

iligki de prostat kanseri i¢in dominant alleller tasiyan modellerde goriilmiistiir.

In vivo ve in vitro ¢aligmalar TGF B1’in asir1 ekspresyonunun timdr
yayilimiyla iliskili oldugunu gdstermektedir. Toland et al. (2004) TGF f1 geninin;
T+29C ve C-509T olmak iizere iki polimorfizmini 492 prostat kanserli hasta ve ayni
sayidaki  kontrol grubunda gleason score g6z Oniinde bulundurularak
degerlendirmislerdir. Genotip dagilimina bakildiginda C-5097 polimorfizmi i¢in, TT
genotipine sahip olanlarin 2.4 kat daha fazla ge¢ faz prostat kanseri riskine sahip
olabileceklerini; 7+29C polimorfizmi i¢in, CC genotipine sahip olanlarin hem geg
faz prostat kanseri riskini hem de total prostat kanseri riskini arttirdigi yoniinde
istatistiksel olarak anlamlilik saptamamiglardir. Analize, yas ve sigara igme durumu
dahil edildiginde yine C-509T polimorfizminin istatistiksel olarak anlamli oldugu
gozlemlenmistir. Meyer et al. (2009) da 445 PCa’l1 hasta ve 457 kontrol grubunda
TGF p1 T29C polimorfizmini c¢aligmiglardir ve Toland et al.’un sonuglart ile
paralellik tespit etmislerdir.

TGF p1 C-509T polimorfizminin arastirildig1 bagka bir ¢alismada 653 prostat
kanserli hasta, 1476 kontrol yer almaktadir. TGF B1 polimorfizmiyle prostat kanseri
riski arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulmamislardir. Ancak, yiiksek
grade’li prostat kanserinde TT genotipinin Non-hispanic beyaz erkeklerde hispanic
erkeklere gore koruyucu bir etki olabilecegini istatistiksel olarak anlamh
bulmuslardir. Irksal farkliliklarin ve yiiksek tiimor grade’inin polimorfizmde etkili

olabilecegini sonucuna varmiglardir (Brand et al., 2008).

TGF B1 -800 G/A, -509 C/T, Ex1-327 C/T (L10P), Ex1-282 C/G (P25R), Ex5-
73 C/T (T2631) polimorfizmleri, Non-hispanic beyaz itk ve Afrika Amerikali 1320
prostat kanserli hasta ve 1842 kontrol grubunda arastirilmistir. TGF 1
polimorfizminin, hem genotip dagiliminda hem de haplotip dagiliminda prostat
kanseriyle istatistiksel olarak iliskisinin olmadigmi belirtmiglerdir (Kang et al.,

2007).
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Yapilan farkli ¢calismalarda TGF f1 -509T polimorfizminin TGF B1’in serum
seviyesini arttirdigi (Dunning et al., 2003, Grainger et al., 1999, Yamada et al., 1998,
Yokoda et al., 2000), TGF B1 -8004 polimorfizminin ise TGF B1 serum seviyesini
azalttigin1 gostermislerdir (Grainger et al., 1999).
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6. SONUC ve ONERILER

Promotor bolgede yer alan TGF f1 geni C-509T polimorfizmi 20 PCa ve 35
BPH’l1 hasta grubunda calisilmistir. Arastirmamizda PCa’li ve BPH’l1 hastalarin

yaslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p>0,05).

Calismamizin sonucunda hem dokuda belirlenen hem de kanda belirlenen
genotiple yas arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05). Her
hasta grubu icin ayr1 ayr1 bakildiginda, BPH’li hastalarin dokuda belirlenen
genotipleri ile yas arasinda, kanda belirlenen genotiple yas arasinda iliski istatistiksel
olarak anlamli bulunamamistir (p>0,05). PCa’li hastalarin dokuda belirlenen
genotipleri ile yas arasinda, kanda belirlenen genotipleri ile yas arasinda iliski
istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0,05). Doku ve kan &rneklerindeki
genotip dagilimin hastalik {izerine etkisine bakildiginda, hastalik iizerine etkisi
istatistiksel olarak gdzlenmemistir (p>0,05). Elde edilen sonuglar polimorfizmin
prostat dokusunda BPH ve kanser olusumu ile bir ilgisinin olmadigini

diistindiirmektedir.

BPH’li ve PCa’li hastalarin ayr1 ayr1 doku ve kanlar1 karsilastiriimak
istendiginde CC genotipi (normal) ile CT genotipi (heterozigot) tek grupta
degerlendirmeye alindi ve TT (hasta) genotipiyle karsilastirildiginda istatistiksel
olarak bir fark bulunamadi. Ciinkii TT genotipli hastalarin sayisinin az olmasinin
istatiksel anlamlilig1 etkiledigini diisiinmekteyiz. Caligmadaki her iki grupta da kan
ve dokuda genotip farkliligin olmamasi, bu bireylerde hastaligin ortaya ¢ikmasinda

farkli etkenlerin rol oynadigini diistindtiirmektedir.

Calismayla ilgili literatiir arastirildiginda BPH ve PCa’li hastalarin sadece
kanlarinda ilgili polimorfizm bdlgesinin incelendigi tespit edilmistir. Kisinin kendi
dokusuyla kanindaki DNA’y1 karsilastirmak diinya ve Tiirk populasyonunda daha
once calisiilmamistir. Bu sebeple ¢alisma gruplarimizin hem kan hem de doku
orneklerinde ilk kez ilgili polimorfizm paralel olarak calisilmistir. Calismada
hastalarin kanlarindan elde edilen genomik DNA kanserli ve BPH’I1 dokulardan elde
edilen DNA ile karsilastirilmistir. Boylece hastaliga genomik DNA’da olusan
polimorfik degisimlerin sebep oldugu gosterilmistir. Dokudan elde edilen DNA’larda
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tespit edilen tiimor kaynakli oldugu diisiiniilen polimorfik degisikliklerin genomik

DNA’dan kaynaklandigi belirlenmistir.

BPH’l1 dort hastanin ve PCa’li iki hastanin kaninda TT homozigot hasta
genotipi tespit edilirken dokudaki genotipi CT heterozigottu. Hastanin 7GF f1 C-
509T polimorfizmini dogustan tagimasi ileride kansere yakalanma ihtimalinin yiiksek

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak, 7GF 1 C-509T polimorfizmi ile prostat kanseri ve benign
prostat hiperplazisi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. Bu
kisilerde hastaligin ortaya ¢ikma nedeninin sadece TGF plI C-509T
polimorfizminden kaynaklanmayip TGF reseptorleri ve SMAD’larin c¢alisma
mekanizmasindaki bozuklugun da hasara neden olabilecegi diisiinmekteyiz. Ileriki
caligmalarimizda gruplar1 olusturan hasta sayilarmi arttirmayi ve 7GF p1 C-509T
bolge polimorfizmleri yani sira TGF reseptér ve SMAD’lart da incelemeyi

planlamaktayiz.
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OZET

Prostat Kanserli ve Benign Prostat Hiperplazili Hastalarda TGF p

Polimorfizminin Degerlendirilmesi

Prostat adenokarsinomu erkeklerde en sik goriilen kanser tiiriidiir ve kanser
Oliimlerinde 2. siradadir. Prostat kanseri (PCa) tipik olarak 50 yas iistii erkeklerin
hastaligidir. Benign prostat hiperplazisi (BPH) ise prostatik stromal ve epitelyal
hiicrelerde, periiiretral bolgede oldukca i1yi sinirli biiyiik nodiillerin olusumu ile
sonuglanan hiperplazi ile karakterizedir.

Biiylime faktorlerinden biri olan TGF f’min tiim izoformlar1 prostatta
tiretilirken TGF B1’in liretimi en yiiksek seviyededir. 7GF f I geni polimorfizmleri
arasinda farkli kanserlerle iligkili oldugu diisiintilen C-509T polimorfizmi en ¢ok
calisilan polimorfizmlerden biridir.

Calismamizda, PCa’li ve BPH’l1 hastalarda TGF p1 C-509T polimorfizmini
arastirmay1 amagladik. Yaslar1 46 ile 85 arasinda degisen 20 PCa’li ve 35 BPH’I1
hastanin doku ve kan 6rnekleri toplanarak, PCR-RFLP teknigi ile degerlendirildi.

Calismamizin sonucunda her iki grup hastanin dokularinda ve kanlarinda
belirlenen genotiple yas arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir
(p>0,05). Her grup icerisinde doku ve kan ornekleri arasinda polimorfizm agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir (p>0,05). Son olarak
polimorfik genotip PCa ile BPH gruplar1 arasinda da anlamli bir fark ortaya
koymamuistir (p>0,05).

Elde edilen sonuglar TGF fp1 C-509T polimorfizminin prostat dokusunda
BPH ve kanser olusumu ile bir ilgisinin olmadigin1 dolayisiyla bu hastaliklarin ortaya
cikmasinda farkli etkenlerin rol oynadigini diigiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Prostat Kanseri, Benign Prostat Hiperplazi, TGF B, Polimorfizm
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ABSTRACT

Evaluation of TGF p Gene Polymorphism in Prostate Cancer and Benign

Prostatic Hyperplasia Patients

Adenocarcinoma of the prostate is the most common form of cancer in men
and the second leading cause of cancer death. Cancer of the prostate (PCa) is
typically a disease of men over age 50. Benign prostatic hyperplasia (BPH) is
characterized by hyperplasia of prostatic stromal and epithelial cells, resulting in the
formation of large, fairly discrete nodules in the periurethral region of the prostate.

All isoforms of TGF P are expressed in prostate cells, but TGF B1 is
expressed at the highest level. One of the most studied 7GF 1 gene polymorphism
1s C-509T polymorphism which is associated with various types of cancer.

We aimed to investigate 7GF f1 C-509T polymorphism in PCa and BPH
patients. Prostatic and blood tissues of 20 PCa and 35 BPH patients aging 46 to 85,
were taken and evaluated via PCR-RFLP technique.

There is no statistically significant difference was found related to age of
patients of polymorphic genotype (p>0,05). When normal and polymorphic
phenotypes evaluated no statistical difference was found between blood and tissue
samples within groups (p>0,05). There was no statistical difference of C-509T
polymorphism between PCa and BPH patients (p>0,05).

The results suggest that TGF 1 C-509T polymorphism of prostate tissue is
not associated with BPH or occurrence of cancer. So there may be different causes
for the emergence of PCa and BPH.

Key words: Prostate Cancer, Benign Prostatic Hyperplasia, TGF B, Polymorphism
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