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OZET

Giris: Prostat kanseri (PK), prostatin i¢indeki malin tiimériin olusturdugu bir
hastaliktir. Genomun biitiinligii DNA tamir mekanizmasi ile korunur. DNA tamir
genlerinde olusan polimorfizmler DNA tamir mekanizmasini bozarak hematolojik
malignitelerde risk faktorii olusturmaktadir. Xeroderma pigmentosum Complementetion
group D (XPD) geni niikleotid kesip-¢ikarma tamir (NER) mekanizmasinda gérev alir.
XPD geni kodon 312 polimorfik bolgesindeki polimorfizm DNA tamir kapasitesini

etkiler.

Amag: Bu c¢alismada, Tiirk populasyonunda XPD kodon 312 geni polimorfizmi

ile prostat kanseri arasindaki iligkiyi arastirmak amaglanmstir.

Gereg¢-Yontem: Prostat kanserli 100 hasta ve 150 kontrol DNA’sinin XPD kodon
312 lokusu PCR ile ¢ogaltilmigtir. Elde edilen PCR iirtinleri ARMS yontemi ile analiz

edilmistir.

Bulgular: Yapilan ¢alisma sonucunda, XPD kodon 312 genotip frekanslar
hastalarda %52 GG, %32 GA, %16 AA; kontrollerde %64 GG, %24 GA, %12 AA
olarak saptanmistir. G allel frekansi1 hastalarda %70, kontrollerde ise %76 olarak
bulunmustur. A allel frekansi hastalarda %30, kontrollerde %24 olarak saptanmustir.

Sonu¢ ve Tartisma: Turk populasyonunda XPD kodon 312 genotip
dagilimlarimin prostat kanserli hastalar ve kontrollerde istatiksel olarak onemli bir
farklilik gostermedigi (P>0.05) saptanmustir. Elde edilen veriler XPD kodon 312
polimorfizminin prostat kanseri tanisinda genetik markir olarak kullamlmaya uygun

olmadig goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Prostat kanseri, XPD kodon 312, Polimorfizm



ABSTRACT

Background: Prostate cancer (PC), malignant tumor of the prostate is a
disease created. Completesness of genom is protected by repair mechanism of DNA.
The polymorphism which comprise of DNA repair genes constitute of risk factor in
hematologic malignity while ruining the DNA repair mechanism. Xeroderma
pigmentosum Complementetion group D (XPD) gene take charge in nucleotide excision
repair mechanism(NER). XPD gene effects polymorphism DNA repair capacity that
takes part in codon 312 polymorphic area.

Aim: In this study, the relationship between XPD codon 312 gene

polymorphism in Turkish population and prostate cancer is purposed.

Methods: 100 patient with prostate cancer and 150 control DNA's XPD codon
312 locus were augmented with PCR. Acquired PCR products were analysed with
ARMS method.

Findings: As a result of the study XPD codon 312 genotype frequencies were
detected as %52 GG, %32 GA, %16 AA on patient; and %64 GG, %24 GA, %12 AA
on controls. G allel frequency was found %70 on patient and %76 on controls. A allel

frequency was detected %30 on patient and %24 on controls.

Result and Conlusion: It is detected that the dispersion of XPD codon 312
genotype on prostate cancer patient and controls do not reflect a significant difference
(P>0.05). Accoring to acquired data it is seen that using XPD codon 312 polymorphism

as a genetic marker on diagnostic prostate cancer is not suitable.

Keywords: Prostate cancer, XPD codon 312, polymorphism
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1.GIRIS VE AMAC

Prostat kanseri (PK), prostatin igindeki malin tiimoriin olusturdugu bir
hastaliktir. Etiyolojisinde genellikle genetik, hormonal,  beslenme ve c¢evresel
faktorlerin rol oynadigi multifaktdriyel bir hastaliktir. Genetik yatkinliginin PK
gelisiminde daha baskin rol oynadig diisiiniilmektedir. Ozellikle 45-70 yaslar1 arasinda
saldirgan ve hizli, 70'li yaslardan sonra ise daha yavas ilerler. Tiim kanserlerin
%32’sini olusturan PK, erkeklerde gelisen tiim solid tiimoérlerin insidanslarindan daha
yiiksek sikliga sahip olup kanser nedenli Oliimlerde ikinci sirada yer almaktadir.
Amerika'da her bes erkekten birinde goriilmekte olup her yil 200.000 yeni hasta ve
38.000 oliim saptanmaktadir.

Tiirkiye’de Saglik Bakanligi Kanserle Savas Dairesi Bagkanligi’nin 2004-2006
yillar1 arasi verilerinde PK’nin ilk siralardaki 10 kanser arasinda brons ve akciger
kanserlerinden sonra ikinci sirada, yine sadece erkeklerde goriilen kanserler arasinda da

ikinci sirada yer aldigi gézlenmektedir.

1980’lerin sonlarindan itibaren Prostate Specific Antigen (PSA) ilk dnce tedavi
basarisini1 degerlendirmede klinik biomarker olarak kullanilirken takip eden donemlerde
PK agisindan yiiksek riske sahip bireylerin belirlenmesinde bir ara¢ olarak kullanilmaya
baslanmigtir. Halen de PSA diizeyleri % 70 dolaymmda PK olgusunun erken tam
almasinda kullanilmaktadir. Ancak gerek tani gerekse tedavi yanitini1 degerlendirmede
sadece PSA’nin belirleyiciliginin kullanilmasinin; PK gelisimi ve 6liim oranlarinin
anlamli diizeyde azalmasinda etkisinin olmadigi son c¢alismalarla ortaya konmustur.
Ozellikle tiimor agresifligi ile iliskili biyolojik markerler bireysel tedavilerin
gerceklestirilebilmesinde cok degerlidir. Bu nedenle diinyada PK’nin her asamasina
ilisgkin molekiiler patolojilerin ortaya konmasi ve 6zgiilliigii daha yiiksek biyolojik
markerlerin belirlenmesine yonelik ¢ok yonli ve kapsamli arastirmalar devam

etmektedir.



Genellikle onkolojik hastalik, hiicre yaslanmasi sirasinda fiziksel, kimyasal ya
da biyolojik mutajenlerin neden oldugu ¢ok sayida gen mutasyonundan kaynaklanir. Bu
mutasyonlar ¢esitli diizeylerdedir ve saglikli hiicrelerde siklikla gozlenirler. Ancak bu
mutasyonlar her zaman malin transformasyona neden olmazlar. Tamir siiregleri
aracilifiyla hatalarin  diizeltilemedigi, hiicrelerin apoptosise yoOnlendirilemedigi
durumlarda ¢ok asamali malin transformasyon siireci gelismeye baglar. Dolayisiyla
DNA tamir genleri genomik stabilligin ve biitiinliigiin saglanmasi ile siirekliliginin
korunmasinda anahtar rol oynarlar. Bir bireyin DNA tamir kapasitesi genetik olarak
belirlenir ve bu rol farkli gorevleri tistlenen ¢ok sayida genin birlikte islev gostermesi ile
gercgeklesir. Tek niikleotid polimorfizmleri tamir genlerinde yapisal degisimlere neden
olabilirler ki bu da kansere hassasiyet oOzelligini degistirebilir. Bazi genlerin

polimorfizmleri artan kanser riski ile iliskileri ortaya konmustur.

Bugiine kadar insanda bes farkli DNA tamir yolaginda 130°dan fazla genin
gorev aldigi bilinmektedir ki; XPD (Xeroderma pigmentosum group D) geni de
bunlardan biridir. Transkripsiyon ve niikleotid eksizyon tamirinde gorev alan DNA
helikaz1 kodlayan kromozom 19ql13.3’de lokalize bir gendir.  Tek niikleotid
polimorfizmleri ile basal hiicre karsinomu, bas-boyun, mesane ve akciger kanserleri
arasinda iligkiyi ortaya koyan pek ¢ok caligma bulunmaktadir. Prostat kanserleri ile
XPD codon 312 Asn/Asn iliskisi de 2004 yilinda Rybicki ve ark. tarafindan ortaya

atilmis ve takip eden donemlerde bu iliski farkli populasyonlarda arastirilmistir.

Bu ¢alisma prostat kanseri tanist alan olgular ile saglikli bireyler arasinda XPD
geni polimorfizmlerinin karsilagtirilarak Tiirk populasyonunda PK riski agisindan bir
anlamlilik olup olmadiginin ortaya konmasi amaglanmistir. Bu ¢alisma ayni zamanda
tilkemiz XPD geni polimorfizm oraninin belirlendigi ilk ¢aligma olma ozelligi de

tagimaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanserin Tanim

Insan bedeni béliinen ve 6zgiil dokulara farklilasan hiicrelerden gelisir. Biyolojik
yapt iginde, germ hiicreleri ve somatik hiicreler dollenmis tek bir hiicreden koken
alirlar. Saglikli bir bedende hiicreler boliiniir, biiyiir, farklilagir ve sonugta apoptozis adi
verilen programli bir oliim gergevesi ig¢inde yasamlarimi sonlandirirlar. Tek hiicreli
zigottan yaklasik 10™ hiicre igeren eriskin bir organizmaya ulasmak icin ¢ok sayida
hiicre bolinmesi gereklidir. Her hiicre bolinmesinde DNA baz1 basina 10 replikasyon
hatasi oldugu diisiiniildiiginde ve bir eriskinin yasami boyunca 10" hiicre béliinmesi
gecirdigi gbz Oniline alindiginda, replikasyon hatalarinin organizmanin her hiicresinin
genomunda binlerce yeni DNA mutasyonuna yol agacagi agiktir. Kanser olusumu pek
cok neoplazik dokuda genelde tek bir mutant hiicreden koken alarak baglar ve bu
nedenle kanser klonal bir bozukluk olarak tanimlanir. Bedensel 6zellikler ve hastaliklara

yakalanma egilimi gibi kanser gelisimi de genetik temele dayanir (46).

2.1.1. Kanserin genetik yapisi

Bir kanserin sporadik olarak bireylerde izlenmesine ya da herediter bir 6zellik
gostererek bir ailenin bazi bireylerinde tekrar etmesine bakilmaksizin, kanser genetik bir

hastaliktir.
Kanser baglangicinda etkisi olan genler;
e Hiicre proliferasyonunda sinyal iletiminde yer alan proteinleri
e Kontakt inhibisyonun olusumunda yer alan proteinleri
e Mitotik siklus diizenleyicilerini

e Programlanmis hiicre 6liimii birlesenlerini



e Mutasyonlarin tanimlanmasit ve tamirinden sorumlu olan proteinleri

kodlayan genlerdir (46).
Kanser olusumundan sorumlu mutasyonlar;

e Hiicre sinyal ileti sisteminde Onemli gorevleri iistlenmis proto-
onkogenlerde, tek bir allelinin islev kazandiran mutasyonla onkogenik

Ozellik kazanmasi

e Hiicre c¢ogalmast ve apoptozis mekanizmalarini kontrol eden timor
baskilayici genlerde, genin her iki allelinin de mutasyona ugramasi

sonucu baskilayict genin islev kaybina ugramasi

e Genlerin yanlis ifadelenmesine ya da yeni bir islevsel o6zellik
kazanmasimna yol acan kimerik genlerin olusumuna neden olan

kromozomal translokasyonlardir.

Doéniistim bir kez basladiginda; sitogenetik yapinin korunmasindan ve DNA’da
olusabilecek hasar1 tamirden sorumlu hiicresel mekanizmalar1 kodlayan genlerin
mutasyonu ya da epigenetik sessizligi seklinde ek genetik hasarlarin biriken etkisiyle

kanser yayginlagir (46).

2.2. Prostat Histolojisi

Prostat, erkekte tiriner sistemin son kismina yakin béliimde mesane ve uretra
(dis idrar kanal1) arasina yerlesmis kestane seklinde yaklagik 20 gr agirliginda bir
organdir. Temel gorevi bosaltim sisteminde bosaltim esnasinda sidik torbasindan sidigi
tagimak ve spermin iletimini saglamaktir. Ayrica meni sivisinin igeriginde bulunan,
spermleri besleyen ve onlar1 kadin iireme sistemi igerisine ilerlerken koruyan 6zel bir

proteini salgilar (45).

Normal erigkin prostat, kabaca huni seklindedir, bazal kism1 mesane boynu
Bening prostat hiperplazisi (BPH) , transizyonel zon olarak isimlendirilen peritiretral

kesimden gelisirken, klinik 6nemi olan karsinomlar periferal zondan kdken alirlar.


http://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%9Criner_sistem
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mesane
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Uretra&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=D%C4%B1%C5%9F_idrar_kanal%C4%B1&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Kestane
http://tr.wikipedia.org/wiki/Organ
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bo%C5%9Falt%C4%B1m_sistemi
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sidik_torbas%C4%B1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Sidi%C4%9Fi_ta%C5%9F%C4%B1mak&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Sidi%C4%9Fi_ta%C5%9F%C4%B1mak&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sperm

Mikroskobik olarak prostat, glandiiler epitelyum ve fibromiiskiiler stromadan

meydana gelir. Bezlerde i¢ yiizey papiller ¢ikintilanmalarla kivrintilidir. Bening bezler 3

tip hiicreden olusur:

Liiminal hiicreler: Sekretuar hiicreler olup PSA salgilar, prostat spesifik asid
fosfataz eksprese eder, notral miisin igerirler; bir kisminda lipofuskin pigmenti

izlenebilir.

Bazal hiicreler: Bazal membran ile sekretuar hiicreler arasinda yer alirlar. Uzun
eksenleri bazal membrana paraleldir, ince graniiler {iniform kromatin yapisina
sahiptirler, bazen niikleolleri belirgin olabilir. Prostat icindeki kok hiicreler

olabilecekleri diisiiniilmektedir.

Noroendokrin hiicreler: Duktus ve asinuslarda gelisigiizel dagilmislardir, 6zel
boyama teknikleri kullanilmadan taninmalar1 zordur. Parakrin rol oynadiklari

diistiniilmektedir (45).

2.3. Prostat Kanseri

Prostat kanseri, prostat bezindeki hiicre proliferasyonu ve hiicre O6limii

arasindaki dengenin bozulmasindan kaynaklanan, organ hacminin malin biiylimesi

olarak tanimlanabilir. Tiim kanserlerin %32’sini olusturur (28). Prostat kanseri bir

yaslilik hastaligidir ve insidans1 40 yaslarindan 80°’1i yaslara gidene kadar artar (16).

Amerika‘da erkeklerde en sik goriilen kanser olurken, Japonya’da erkek oliimleri

igerisinde 7. sirada, Avrupa’da ise erkek oliimlerinin %9’unu olusturmaktadir (1).

Tablo 2.1. ve Tablo 2.2.’de, Tiirkiye’de Saglik Bakanligi Kanserle Savas Dairesi

Bagkanligi’nin 2004-2006 yillar1 arasi verilerinde PK’nin ilk siralardaki 10 kanser

arasinda brons ve akciger kanserlerinden sonra ikinci sirada, yine sadece erkeklerde

goriilen kanserler arasinda da ikinci sirada yer aldig1 gozlenmektedir (24).



Tablo 2.1. Tiirkiye genelinde goriilen ilk on kanser tiirii (Kaynak 24’ten alinarak

degistirilmistir.)
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Tablo 2.2. Tiirk erkeklerinde goriilen ilk on kanser tiirii (Kaynak 24’ten alinarak

degistirilmistir.)
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Prostat kanserinin pek ¢ok tipi vardir. Bunlar; adenokarsinoma, musindz
adenokarsinoma, prostatik duktal adenokarsinoma, saf kiiciik hiicreli adenokarsinoma,
skuamoz ve adenoskuamoz kanserler, sarkomatid karsinoma, transizyonel hiicreli
kanserler, maling mezensimal tiimérler, prostatik epitelyal neoplazi, atipik kiigiik asiner
proliferasyon olup en sik goriileni %98 goriilme siklig1 ile adenokarsinomlardir (1).
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Prostat kanserinin %70’i prostatin periferik, %15-20’si santral, %10-15"1

transizyonel zondan ¢ikar (1).

Prostat kanserinin ¢ogu c¢ok merkezli oldugundan bir¢cok derecelendirme
yontemi vardir. Tiimii glandiiler farklilasma ve hiicre ¢ekirdegindeki anormalliklere
dayanir. En yaygin kullanilan1 Gleosan derecelendirme sistemidir. Gleosan sistemine

gore 2-4 iyi, 5-7 orta, 8-10 kotii derecede farklilasmis kanseri gosterir (16).

Prostat kanseri etiyolojisinde hem genetik hem de g¢evresel faktorler rol oynar.
Erkek prostat bezinin epitel hiicrelerindeki genetik degisikligin ne zaman basladigi,
hastalik evresinin hangi hizda ilerledigi ¢alisilmaktadir (1). Birgok genetik degisiklikler
ve islemler siire¢ boyunca farkli noktalar1 etkiler. Hormonlar ve 6zellikle androjenler
ile bliylime faktorleri kanser gelisimini kolaylastirir. Cevresel oksidanlar genetik hasara
neden olabilir. Genetik yatkinlik, inflamatuar yanitin derecesini, zarara ve koruyucu dis
ajanlara kars1 hiicrenin yetisini, timor biyolojisini, tedaviye yanitin dinamiklerini ve

kanser progresyon olasiligini igeren bir dizi siiregte, herhangi bir noktay: etkileyebilir

(6).

Cogu kanserde oldugu gibi, hastaligin olusumundan sorumlu agik¢a ortaya
konmus tek bir ajan ya da siire¢ yoktur. Buna ragmen, giiniimiizde teknolojinin
gelismesine bagl olarak yapilan arastirmalarda PK ile sonuglanan hiicre degisikliginin
karmagik dogasi daha anlasilir hale gelmistir ve bu hastalik {izerine ¢ok dnemli etkileri
ortaya koyan biyolojik ve epidemiyolojik bilgi birikimi her gegen giin biraz daha

artmaktadir (1).

2.3.1. Cografi ve Irksal Farkhihklar

Prostat kanseri insidansi irk, diyet aligkanligi, yasam tarzi, cografya ve tarama
calismalar1 gibi nedenlerden dolayi, iilkeden iilkeye hatta ayni iilkenin farkli yerlesim

bolgelerine gore degismektedir (58).

Yasanilan iilkeye bakilmaksizin, en diisiik risk Asya etnik kokenli erkekler

arasindadir. Sadece iilkeler arasinda degil, ayn1 zamanda iilkenin farkli enlemlerinde de
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insidans farklilik gostermektedir. Amerika Birlesik Devleti’nin kuzeyinde, giineyine
gore daha fazla PK olgusu oldugunu bildiren ve bu farki yogun enerjili yiyeceklerin ve
kirmiz1 et gibi hayvansal kokenli gidalarin tiikketimi ile ve enlem farkliliginin yarattigi
disik miktarlarda ultraviyole 1smina maruz kalmayla iliskilendiren veriler
bulunmaktadir (8). Aym1 zamanda ABD’de 2001-2011 yillar1 arasinda yapilan bir

calismaya gore prostat kanserli olgu sayis1 artmasina ragmen 6liim oran1 azalmistir (58).

2.3.2. Risk Faktorleri

2.3.2.1. Kalitsal Ozellikler

Ailede PK 6ykiisii olmasi, hastaligin gelismesi i¢in en biiyiik risk faktorii olarak

kabul edilir ve genetik yatkinlik, tiim yaygin kanserler arasinda olast en giiglii risktir
(49).

Hollanda koékenli bir galismada 20.000’e yakin erkek PK agisindan taranmus, aile
Oykiisli prevalanst %6.8 bulunmus ve aile 6ykiisii pozitif olan grupta kanser saptama
orani %7.7 iken, sporadik grupta bu oranin %4.7 oldugu bildirilmistir. Prevalans
taramasinda, PK tanist almis tiim erkeklerin %10.5-18’inde pozitif aile Oykiisii
gosterilmistir. Son 50 yilda, pozitif aile Oykiistine sahip erkeklerde prostat kanseri

gelisme riski aile dykiisii olmayanlara gore 1.3-18 kat daha fazladir (27,61).

2.3.2.2. Sigara

Sigara i¢ciminin fatal PK ile iliskili oldugu daha once gosterilmistir. Sigaranin
cok icilmesi ile PK riskinin arttign gosterilmistir. Ozellikle cay i¢gme aliskanlig
olanlarda daha fazla arttig1 belirtilmistir (45).

Sigaranin ozellikle detoksifiye edici genlerde (GSTM1) meydana gelen
delesyon, DNA hasari, CpG hipermetilasyonu ile birlikteliginde PK’nin artmisg

riskinden s6z etmek miimkiindiir (45).



2.3.2.3. Alkol

Epidemiyolojik ¢alismalarda alkol tiiketimi ile PK gelisimi arasinda kesin bir

iligki ortaya konamamustir (45).

2.3.2.4. Meslek

Prostat kanseri i¢in artmus risk, bocek ilaglarina maruz kalan giftcilerde ve petrol
endiistrisinde ¢alisanlarda bildirilmistir. Yiksek elektromanyetik alanlarda calisan

elektrik saglayici isciler arasinda da artmis PK mortalitesi saptanmustir (45).

2.3.2.5.Besin Maddeleri

Hayvansal yag tiikketimi, kirmiz1 et, alfa-linolenik asid, siit ve kalsiyum ile

PK’nin artmus riski gosterilmistir (45).

2.4. Prostat Kanserine Yonelik Genetik Calismalar

Elli yas tstii erkeklerin tahmini %40 kadarinda giincel histoloji kriterlerine
dayanarak tanis1 konabilecek yavas biiyiiyen ve iyi diferansiye PK tanis1 konmaktadir.
Ancak insidansi yasla birlikte artmaktadir (26).

Genetik calismalarla hem kanser yolaklarin hem de kanser olgularinin

tedavisinde yeni ve etkin protokollerin gelistirilmesinde biiyiik 6nem tagimaktadir (26).

Kanser, hiicre davranisinin farkli yonlerini kontrol eden molekiillerdeki yapisal
ve nicel degisikliklerin sonucudur. Genetik degisiklikler herediter kanserlerde oldugu
gibi kalitsal olabilir ya da ¢ogu sporadik kanserlerde oldugu gibi endojen ve eksojen
karsinojenik faktorler tarafindan olusturulabilir. Epigenetik olan DNA metilasyonu ve
baskilanmasi gibi mekanizmalar da kanser olusumu ve gelisimi sirasinda normal
genlerin islev yapamaz hale gelmelerine neden olabilir (29, 59). Bir hiicredeki rollerine

gore, kanserle iliskili genler iki gruba ayrlabilir; tiimor baskilayict genler ve
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onkogenler. Tiimor baskilayict genler, hiicrelerin kontrolsiiz olarak biiyiimesini ve
migrasyonunu engellerken, onkogenler bunun aksini yaparlar. Kanserin gelismesi ve
ilerlemesi sirasinda, primer olarak hiicrelerin genomlarinda degisiklikler yoluyla tiimor
baskilayic1 genler siklikla fonksiyon kaybma ugrarken, onkogenler fonksiyon
kazanirlar. Genomik degisiklikler sadece gen mutasyonlarin1 degil ayni zamanda
genlerin dozajindaki ya da kopyalanma sayisindaki degisiklikleri de igerir. Genomik
hibridizasyon ve yapilan biiyiik Ol¢ekli caligmalar sayesinde kanser geni i¢in, dizi
degisikliginden ¢ok kopyalanma sayisindaki degisikligin daha yaygin oldugu
goriilmustiir. Prostat kanseri, sporadik kanser i¢in sorumlu olan genomik degisiklikler

cogunlukla somatik degisikliklerdir (24, 44).

Prostat kanserinin kiigiik bir boliimiinde belirgin herediter faktorler rol

oynamaktadirlar. PK tanisi alan tiim olgularin %9 kadar1 kalitsal tiptir (14).

2.4.1. Kalitsal Prostat Kanseri

Kalitsal PK riskinin degerlendirilmesinde bazi pedigri ozellikleri 6nem
kazanmaktadir: PK’nin birinci kusak akrabalar arasinda en az ii¢ kiside goriilmesi,
maternal veya paternal gegisli li¢ kusakta PK’nin goriilmesi ve 55 yasin altinda en az iki
akrabanin PK tanisi almasidir (22).

Birinci derece akrabalar1 arasinda PK’l1 bir yakini olan bireydeki risk kontrol
grubuna gore iki kat, iki yakin1 PK olan bireydeki risk bes kat artmaktadir. PK’ya
kalitsal yatkinlig1 olan kisi hem risk altindadir hem de erken yas PK’ya adaydir. Erken
yas PK’nin %40’min germ hiicreleri ile aktarilan mutasyonlardan kaynaklandigi

bildirilmistir (22, 52).

Baglant1 analizleri kullanilarak kalitsal PK’li ailelerdeki genetik defektler
belirlenmeye c¢alisilmaktadir. Son yapilan bir galismada BRCAL ve BRCA2 mutasyonu
pozitif aile Oykiisii olan gen¢ erkek bireylerde, aile Oykiisii olmayan yasli bireylere

oranla PK goriilme riskinin oldukga fazla oldugu gézlemlenmistir (18).
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2.4.2. Prostat Kanser Genetigi ile Ilgili Kromozomlar ve Genler

Sporadik PK’nin yiiksek siklikta gozlenmesi, hastaligin goriilme yasina gore
kalitsal ve sporadik olgularin ayiklanmasi hastaligin fenotip ve progresyonu bakimindan
tek bir aile icerisinde bile biiyiik farklilik gostermesi PK ile ilgili genlerin klonlanmasi
ve haritalanmasini zorunlu hale getirmistir (21, 22, 51). Prostat kanserinde rol oynadigi

bilinen genler Tablo 2.3.” de verilmistir.
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Tablo 2.3.PK’da goriilen kromozomal diizensizlikler ve ilgili genler (21)

Kromozom

Tlgili genler

Metodlar

Aciklama

Kayip/ aktivite azalmasi

5q APC LOH, CGH Niikseden, tiimorlerde

69 - CGH

7q - Sitogenetik, LOH

89 - Sitogenetik,LOH,CGH,FISH Erken lezyonlarda (PIN)

9 MTS1 CGH, mutasyonlar Hiicre hattt mutasyonlari
10p Mxil Sitogenetik, LOH, CGH Erken lezyonlarda (PIN)
10q ANX7 LOH TUmOr supressor

11p KAI1 Kromozom transferi Metastaz supressor aktivitesi
12p - Kromozom transferi Tiimor spressor aktivitesi
13q RB1 LOH, CGH, mutasyon

16q E-cadherin | LOH, CGH, FISH, azalmis ekpresyon | Kotii prognoz

17p p53 LOH, CGH, mutasyonlar, artmis fleri evre kotii prognoz

17q BRCAl LOH

19q C-CAM Azalmis ekpresyon BPH VE PIN’de bulunur
11q GSTP1 Hipermetilasyon, azalmis ekpresyon

89 Myc LOH, CGH, FISH ve artmis ekpresyon | Niiks/ileri evre timarler
Artma / aktivasyon

X AR CGH, FISH, mutasyonlar Niikseden tiimorlerde bulunur
18q Bcl-2 Artmis ekpresyon BPH ve PIN’de bulunur
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2.4.3. Prostat Kanseri ile Yapilan Yeni Calismalar

Son yillarda PK’nin genetik temelinin ortaya ¢ikarilmasina yonelik ¢alismalar
hiz kazanmistir Ki androjen yanitinin kontrolu altinda ETS transkripsiyon faktorlerini
etkileyen rekurren gen flizyonlarmin kesfedilmesi en 6nemli markerlerden biridir. Bu
bulgu genomik yenidendiizenlenmelerin prostat karsinogenezinde major mekanizma
oldugunu gostermektedir. Kuskusuz diger mekanizmalarin da etkisi olmakla birlikte bu
konuda heniiz bilgiler yetersiz kalmaktadir. Berger ve arkadaslar1 yedi PK tanisi alan
olgularn timér ve eslestirilmis kontrol 6rneklerinde tiim genom dizileme ¢aligmalarin
gerceklestirmiglerdir. En az T2 evrede, Gleason Grade 7°de olan vakalardan iig
tanesinde TMPRSS2-ERG lokuslarinda kromozom yenidendiizenlemesi gozlenirken
tim olgular birlikte degerlendirildiginde genom basina ortalama 90 yenidendiizenlenme
saptadiklar1 bildirilmistir. Calismada saptanan kromozomlar arasi ve ayni kromozom
icindeki degisimler sekil 2.1.°de goOsterilmistir. Tekrarlayan gen fiizyonlarinin
kromozomal yenidendiizenlenmelerden kaynaklandigi ve bunlarin da PK’nin kritik
baslangic olaylart olduklari rapor edilmistir. Genom dizileme verileri primer PK’da
kompleks yenidendiizenlenmelerin kazang ve fonksiyon kaybi seklinde kendilerini
gosterdiklerini ortaya koymustur. Olgularda TMPRSS2-ERG fiizyonu saptanan kirik
noktalarmin ag¢ik aktif kromatin, androjen reseptor ve ERG-DNA baglanma
bolgelerinde oldugu, aymi sekilde diger pek ¢ok yenidendiizenlenmenin de o6zellikle
transkripsiyonel ya da kromatin yapilarinda goérevli genleri lokalize oldugu bolgeleri
tutmalar1 nedeniyle arastiricilar hatalarin DNA kiriklar seklinde baslayip hatali tamire

bagli olarak yeniden diizenlenme ile sonuglandigini yorumlamislardir (5).
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Sekil 2.1. PK’l1 7 hastanin genetik degisiklikleri (Kaynak 5’den degistirelerek

alinmistir.)

Sekil 2.1°de mor ile ¢izilmis olanlar kromozomlar arasi, yesil ile ¢izilmis olanlar

ayni kromozomda meydana gelen yenidendiizenlemeleri gostermektedir.

2.5. DNA Onarim Genleri

Karsinogenezinde rol oynayan ayr1 bir gen ailesi olarak tanimlanmaktadir. Bu
biliyiik gen ailesi endojen veya c¢evresel kaynakli DNA hasarmin onarimindan ve
genomik biitiinliiglin saglanmasindan sorumludur. Onarim genlerinin fonksiyonel kayb1
onkogenler ve tiimor baskilayict genler de dahil olmak {izere pek ¢ok gende mutasyon
hizinin artmasina neden olmaktadir. Bu genlerin kaybinda kanser olusumu arttigindan
DNA onarim genleri uzun yillar boyunca tiimor baskilayici genler olarak kabul
edilmiglerdir. Fakat DNA onarim genlerinin kodlamis olduklar1 proteinlerin

fonksiyonlari tiimor baskilayict genlerin tiriinlerinin fonksiyonlarindan oldukga farklidir

(13,46).

Gerek normal DNA metabolizmasi sirasinda spontan olarak gerekse radyasyon
ve c¢esitli kimyasallarin etkisiyle DNA molekiilii iizerinde ¢ok sayida hasar

olugmaktadir. Spontan olusan hasarin en énemli nedeni DNA sentezi sirasinda bazlarin
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yanlis yerlesmesidir. Replikasyon sirasinda her 10* bazda bir yanhs baz eslesmesi
olmaktadir. Ayrica onarim ve replikasyon islemleri sirasinda da yanlis baz
yerlestirilebilmektedir (10). Yanlis eslesme disinda bir diger spontan hasar da DNA
tizerindeki piirin ve pirimidin bazlarinin deaminasyon sonucu degisime ugramalaridir.
Endojen veya eksojen faktorler (kimyasallar, sigara, iyonize radyasyon) araciligi ile
organizmada olusan serbest radikaller DNA ile etkileserek baz oksidasyonu ve DNA
zincir kiriklarina neden olmaktadirlar. Bir diger hasar da alkilasyon hasaridir. Belirli bir
raf omrii olan gida maddelerinde koruyucu olarak kullanilan nitrat ve nitritler, sigara,
bira ve bazi ilaglarda bulunan nitr6z aminler organizmada metabolik aktivasyona
ugrayarak bazi DNA bazlarin1 alkillerler. Alkillenmis bazlar replikasyon sirasinda
yanlis bazlarla esleserek mutasyona neden olurlar. UV isinlart ise komsu pirimidin
bazlar1 arasinda ¢apraz baglanmalar olusturarak DNA tizerinde hasar meydana getirirler
(13,46).

Replikasyon sirasinda DNA molekiiliinde olusan bu tip hasarlarin onarilmamasi
halinde mitoz bdlinme hasarli DNA ile ilerlemekte ve hiicre neoplastik
transformasyona ugramaktadir. Bu tarz hasarlar olustugunda tiimér baskilayici gen
irtinii olan P53 tarafindan hiicre sikliisii durdurulmakta ve hasarin onarilmasi igin
hiicreye zaman kazandirilmaktadir. Organizmada temel olarak dort ana DNA onarim

mekanizmas1 mevcuttur (13,46).

2.5.1. DNA Tamir Mekanizmalari

2.5.1.1. Baz Kesip Cikartma Onarimi

Spontan degisiklige ugramis veya serbest radikaller tarafindan oksitlenmis tek
bir bazi kesip uzaklastiran, yerine dogru bazi yerlestirerek DNA zincirini yeniden

birlestiren sistemdir (46).
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2.5.1.2. Yanhs Eslesme Onarim

Replikasyon sirasinda yanlis eslesen bazi igeren bir grup niikleotid dizisini kesip
uzaklastiran, yerine dogru bazlari yerlestirerek DNA zincirini Yyeniden birlestiren

sistemdir (46).

2.5.1.3. Direkt Onarim

Hasar1t DNA zincirini kirmadan onaran, hasara spesifik sistemlerdir. Pirimidin

dimerleri ve alkillenmis bazlar kendilerine 6zgii mekanizmalarla onarilmaktadir (46).

2.5.1.4. Niikleotid Kesip Cikartma Onarim (NER)

Bu onarim sistemi, UV nedenli siklobutan pirimidin dimerleri ve pirimidin 6-4
pirimidon 1sin  driinleri gibi DNA’da olusan lezyonlarin uzaklastirilmasini

saglamaktadir. Kompleks bir siirectir ve ¢ok agamalidir:

e (i) DNA lezyonunun taninmast,

o (ii) DNA lezyon bolgesindeki ¢ift sarmal DNA’nin agilmast;
e (iii) Lezyonun her iki tarafinda tek dalin kesilmesi;

e (iv) Lezyon igeren tek dal DNA fragmentinin ¢ikarilmast;

e (V) Boslugu doldurmak i¢in DNA sentezi ve

e (vi) Tek daldaki kesik uglarin ligasyonu

Nukleotid kesip ¢ikarma onariminda dokuz major protein gérev almaktadir ki bu
proteinlerin isimleri eksiklikleri nedeniyle ortaya ¢ikan kalitsal hastaliklar olan
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Xeroderma pigmentosum (XP) ve Cockayne sendromundan (CS) kaynaklanmaktadir.
Bu proteinler XPA, XPB, XPC, XPD, XPE, XPF ve XPG, XP ile baglantili ve CSA ile
CSB CS sendromu ile iligkili proteinlerdir (39).

Niikleotid kesip ¢ikarma onariminin iki tipi vardir: global genom tamiri ve
transkripsiyon esliginde tamir. Bu iki tipte farkli proteinler gérev almaktadir. Global
genom tamirinde XPC-Rad23B kompleksi harabiyeti tanimadan ve XPE de bazi UV
nedenli harabiyetin belirlenmesinden sorumludur. Ayrica XPA’nin heniiz anlasilamayan
bir mekanizma ile harabiyeti tanima fonksiyonunu gosterdigi one siiriilmektedir.
Transkripsiyon esligindeki tamirde ise bazi DNA harabiyetlerinde XPC-Rad 23B
kompleksi yerine CS proteinlerinden CSA ve CSB lezyona baglanmaktadir. Tanima

isleminden sonraki asamalar her iki tipte de benzerlik gostermektedir:

Sekil 2.2°de de goriildigii tizere XPB ve XPD, transkripsiyon faktoriit TFIIH in alt
birimleridir ve harabiyetin oldugu bolgelerde helikaz aktiviteleri araciligiyla DNA
sarmalini acarlar. Yapiya 6zgii bir endoniikleaz aktivitesi olan XPG, harabiyetli DNA
dalinin 3" ucunda kesme islemini yapar. Takibinde XPF proteini harabiyet bolgesinin 5
ucunda kesme islemini gergeklestirir. Bu iki kesme islemi sonucunda  25-30
niikleotidlik bir bosluk kalacak sekilde serbest halde kalan tek dal DNA fragmenti
uzaklastirilmigtir. DNA tek dalinda kalan bosluk, diger dal kalip olarak kullanilarak
DNA polymerase 6 veya ¢ araciligiyla kopyalanir. Prolifere hiicre niikleus antijeni (=

Proliferating Cell Nuclear Antigen PCNA) DNA polimeraza yardimecidir ve bu arada

Replikasyon proteini A (RPA) da diger DNA dalinin degrade olmasini onler. Son
olarak DNA ligaz araciligiyla ¢entikler yapistirilarak tamir islemi tamamlanir (39).
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Sekil 2.2. Insanlarda eksizyon DNA tamir mekanizmas1 basamaklar1 (Kaynak

31’den degistirilerek alinmistir.)
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2.6. Polimorfizm

Medikal genetikteki en onemli araglardan biri DNA dizilerindeki gézlenebilen
farkliliklardir. Populasyon temeli degerlendirildiginde DNA dizilerindeki bu farkliliklar
“polimorfizm” olarak isimlendirilmektedir. Diger bir tanimla populasyonun en az
%1’nde gozlenen genetik varyantlar “polimorfizm” olarak tanimlanmaktadir. Bu

farkliliklar genin kodlanan (ekzonlar) veya kodlanmayan bolgelerinde gézlenebilir (25).

Mutasyon ve polimorfizm en ¢ok tartisilan ve anlam olarak birbirinin yerine en
cok kullanilan iki kavramdir. DNA yapisinda, normalin disindaki olusumlar ve siklik
bakimindan polimorfizmden daha nadir goriilen genetik degisimler mutasyon olarak
tanimlanirken bunun aksine polimorfizmler, populasyonun en az %1’inde olan ve
fenotipik etkisi olmayan DNA dizi varyasyonlaridir. Bu durum standart diziye sahip tek
bir allelin olmadigini, standart olarak kabul edilecek referans DNA dizilerinin 2, 3 ve

daha fazla olabilecegini de agiklamaktadir (39).

Genomda ¢ogunlugu tek niikleotit diizeyinde olmak tizere, ikili, ti¢lii niikleotit
tekrar sayilarindaki varyantlar ile kromozom diizseyinde bazi yapisal diizenlenmeler
seklinde genetik polimorfizm ¢esitleridir. Genetik hastaliklar, DNA’daki bir degisiklik
sonucu genin, mMRNA ya da protein {iriiniiniin niteliginin ya da niceliginin degismesi
sonucu olusan hastaliklardir. Insan genom proje galismasiyla tiim genom dizilenmistir,
simdi proteom ¢alismalari hiz kazanmistir. Kanser asamali bir siiregtir ve bu
asamalardan biri de DNA hasarinin onarim kapasitesini etkileyen aday bazi1 genlerin

polimorfizmleri ve olasi etkileridir (15, 17).

2.6.1. DNA Onarim ve Polimorfizm

Onarimda gorev alan OGG1, ERCC1, XRCC1, XRCC2, XRCC3, XPC, XPD,
XPF, BRCA2, MRE11, NBS1, Ku70/80, LIG4, RAD gibi genlerin polimorfizmleri,
proteinlerin islevini ve bireyin hasarli DNA’yr tamir edebilme kapasitesinde
degisikliklere hatta DNA onariminin eksik olmasina neden olabilir. Eksik onarim

genetik kararsizliga neden oldugundan kanser olusumunda etkili olabilmektedir.
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Onarim genlerindeki polimorfizmler tek baslarina kanser risk ¢esitliligini
belirleyemezler. Bununla birlikte kanserle iligkili somatik mutasyonlarmn birikimi hiicre
6lim mekanizmasinin hasarli hiicreleri elimine etme yeteneginin azalmasindan da

kaynaklanabilir (24).

2.6.2. DNA Tamir Bozuklugu Hastaliklar:

Kansere neden olabilecek genlerin mutasyon sikligini azaltarak insan
genomunun korunmasini saglar. DNA tamirindeki bir aksaklik kanserlesme riskini
arttirir. Ornegin, MMS tamirinin germinal mutasyonlardan etkilenmesi sonucu kalitsal
nonpolipozis kolon (HNPCC) kanseri gelisirken, nukleotid kesip ¢ikarma onarimi
mekanizmasinda rol oynayan genlerdeki mutasyonlar da Kseroderma pigmentosum

hastaligina neden olur (31).

Bireyler arasinda DNA tamir kapasitesi farkliliklar1 goriiliir ve bu durum kanser
icin bir risk faktorii olabilir. Sigara icenlerde akciger kanserine genetik yatkinlik
bulunmaktadir ve sigara icen bireylerde igmeyenlere gore DNA tamir kapasitesinde bir
azalma oldugu bunun da akciger kanserine yatkinligi arttirdigt bilinmektedir. Tamir
kapasitesindeki bozukluk sonucunda bireylerin dokularinda kanser olusumunun arttigi

gorilmistiir (31).

Giliniimiizde bircok DNA tamir geninde (XPD, XPF, XRCCl ve XRCC3
genleri) polimorfizmler belirlenmistir. Populasyonda bulunma sikliklar1 yogun olarak
calisilmaktadir. Bu genlerindeki polimorfizmler, genlerin iiriinii olan tamir proteinin
normal fonksiyonu degistirerek tlimore ve kansere yatkinligi arttirabilir. Giiniimiize
kadar yapilan DNA tamir mekanizmasi ¢alismalarinda en fazla iizerinde ¢alisilan XPD
(Kseroderma pigmentosum complementation group D), XRCC1 (X-ray repair
complementing group 1) ve XRCC3 (X-ray repair complementing group 3) DNA tamir
genleridir. Yapilan c¢aligmalarda, bu ii¢ gende yaygin olarak bircok polimorfizm
bildirilmistir (43).
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2.7. Kseroderma Pigmentosum (XP) Hastaliklari

Kseroderma pigmentosum (XP)’un NER yolu bozukluklari; en ¢ok bilinen
Kseroderma pigmentosum (XP), Cockayne sendromu (CS) ve Trikotiyodistrofi (TTD)
hastaligina neden olur. Kseroderma pigmentosum, Kaposi tarafindan ilk olarak 1982
yilinda tanisi konulmus olup, nadir goriilen ve otozomal resesif olarak kalitilan bir
hastaliktir. Kseroderma pigmentosum hastalarinin, giines 1s1gina maruz kalan yerlerinde
dejeneratif degisiklikler karakteristiktir, ayn1 zamanda mikrosefali, noronal bozulma,
mental gelisme geriligi, motor aktivitesi bozukluklari, sagirlik gibi norolojik
anormalliklere, mental yetersizlikler, seksiliel gelisim bozukluklar1 ve ciicelik
gortilebilmektedir. Cockayne sendromu hastalarda ise giinese duyarlilik, siddetli
norolojik anomaliler, siddetli mental ve fiziksel gerilikler, seksiiel zayiflik, isitme
kaybi, iskelet anomalileri ve kasektik ciicelik goriliir. Trikotiyodistrofi (TTD)
hastalarinda da gilinese hassasiyet, deride ¢illenme, deride matriks proteinlerinin zengin
sistein igeriginin azalmasindan dolay1 tirnaklarda ve saclarda kirilganliklar meydana
gelir. Kseroderma Pigmentosum hastalar1 CS ve TTD hastalarina gore kansere daha
yatkindirlar (11).

2.7.1. Kseroderma Pigmentosum Genleri (XP)

Kseroderma pigmentosum hastalarinda XPA, XPB, XPC, XPD, XPE, XPF,
XPG, XPV, CSA ve CSB olarak on gen belirlenmistir (Tablo 2.4). Bunlardan yedisi
NER tamirinde gorev almakla birlikte, bu genlerdeki (XPA-XPG) mutasyonlar, UV’den
kaynaklanan siklobiitan pirimidin dimerleri ve karsinojenlerin DNA’da meydana
getirdigi hasarlar hiicrelerin yasamsal faaliyetlerini degistirirler. Niikleotit kesip ¢ikarma
tamir yolunda gen fiirlinlerinin en Onemli fonksiyonlari belirlenmistir. Genlerdeki
mutasyon bolgeleri ile hiicre fonksiyonlar1 ve hastalik siddetleri iliskilendirilmistir.
Farkli mutasyonlarin farkli hiicresel hasarlara neden olmasindan dolayr klinik

heterojenite ortaya ¢ikmaktadir (12).
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Tablo 2.4. XP (Kseroderma pigmentosum genleri) (12)

XP genleri Kromozoma | Amino asit Ozelligi
Yerlesimi Sayis1
XPA 9g34.1 273 Hasar1 tanima ve baglanma
XPB (ERCC3) 2q21 782 3°’>5’ helikaz
XPC 3p25.1 940 Tek iplikli DNA’y1r tanima ve
baglanma
XPD (ERCC2) 19913.2 760 5’—3’ helikaz ve TFII kompenenti
XPE 11912-13 ? Tanima
XPF (ERCC4) 16qg13.3 916 5’ bolgesi tamiri
XPG (ERCC5) 19g32.33 1186 3’ bolgesi tamiri
XPV 6021 713 Polimeraz aktivitesi
CSA (ERCCB) 5. kromozom | 396 Transkripsiyon ve tamir
CSB 10g11-21 1493 Helikaz , tamir ve transkripsiyon

2.7.2. Kseroderma Pigmentosum Group D (XPD) Geni

Kseroderma pigmentosum group D (XPD) geni, niikleotid kesip-¢ikarma
tamirinde gorev alan bir tamir geni olup 19.kromozomun q kolunun 13.2 bdlgesinde
bulunur. 23 ekzon, 22 intron bulunur. Transkripsiyon iiriinii 760 aminoasit olan bir
gendir. Transkripsiyon faktorii II H (TFIIH)’ in basal transkripsiyon kompleksinin bir
alt initesidir. Tamirde, ATP’ ye bagimli 5’—3’ helikaz aktivitesi gostermekle birlikte,
bu helikaz aktivitesi sayesinde DNA tamiri esnasinda hasarli bolgenin etrafin1 agmaktan
da sorumludur. Tamir geni olan XPD birgok polimorfizmde tanimlanmis olup,
aminoasit degisikliklerine neden olmalarindan otiiri kodon 156, 312 ve 751
polimorfizmleri en oOnemlileridir (32). Birgok hastalikta caligilan XPD-312 geni

polimorfizmi, tablo 2.5’te sonuglar1 ile beraber verilmistir.
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Tablo 2.5. XPD-312 geni polimorfizmi ile galisilan hastaliklar ve sonuglari

Calisilan hastahik Sonu¢ Ulke

Kan kanseri (19) Risk faktorii olarak anlaml Hindistan
Cocukluk ¢agi ALL (4) Risk faktorii olarak anlamsiz | Tiirkiye
Karsinojen vinil klorid ile DNA tamir (36) | Anlamli Amerika
B-hiicreli lenfomalarda (2) Risk faktorii olarak anlamsiz | Tiirkiye
Kataraktin gelisiminde (47) Anlaml Hindistan
Glakom (60) Potansiyel risk faktorii Pakistan
Meme kanseri (23) Risk faktorii olarak anlamli | Misir
AML (33) Tedavi belirlemede markir Amerika
AFB1’e maruz karaciger hiicrelerinde (37) | Risk faktorii olarak anlamsiz | Cin
Mesane kanseri (9) Risk faktorii olarak anlamli | Tayvan
Gastrik kanser (63) Risk faktorii olarak anlaml Cin
Cisplatin tedavisinde akciger kanserliler(7) | Risk faktorii olarak anlamli | Ispanya
Sigara igen akciger kanserliler(20) Risk faktorii olarak anlamlt Amerika
Meme kanserindeki PAH —DNA (56) Etkilesimin yiikseltir. Amerika
Bazal hiicreli kanserler (57) Tekrarlama riskini arttirir. Danimarka
DNA tamirinde (38) Etkilidir. Amerika
Cocukluk gagi ALL (48) Risk faktorii olarak anlamsiz | Tayland
Lenfositlerde BPDE-DN etkilesiminde(50) | Anlamsiz Italya
Prostat kanseri(3) Risk faktorii olarak anlamli | Tayvan
Primer NER ve bazaltranskripsiyonda (34) | Etkili oldugu Fransa
NER-mismatch ve kolarektal kanser (30) | Risk faktoriinii arttirir Amerika
Primer melanom (42) Risk faktoriini artirir Amerika
Gama radyasyonlu lenfositlerde (55) Anlamli Poland
Prostat kanseri (53) Risk faktorii olarak anlamli | Amerika
Ozefagus skuamoz hiicre kanseri (62) Risk faktorii olarak anlamsiz | Cin
Cisplatin tedavisi alan akciger kanserl (54) | Risk faktorii olarak anlamsiz | Kore
Oral 16koplaki (40) Risk faktoriinii artirir, Hindistan




3.GEREC VE YONTEM

Prostat kanserine yatkinligin belirlenmesinde XPD geni kodon 312
polimorfizminin Tirk populasyonundaki belirleyiciligini ortaya koymay1 amaglayan bu
calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali
tarafindan prostat kanseri tanisi konan 40-80 yaslar1 arasinda 100 olgu ile saglikli ve
aile oykiisinde PK Oykiisii bulunmayan 36-88 yaslar1 arasinda 150 erkek kontrol
grubunda gerceklestirilmistir.

3.1. Gerec¢

Calismanin gergeklestirildigi Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali’nda kullanilan cihaz-geregler ve kimyasallar agagida liste halinde

verilmistir:

3.1.1. Kullanmilan Gerecler

Jel goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi (Gene Genius)

PCR aleti (thermal cycler) (PE GenAmp PCR system 9700)

Spektrofotometre (Nanodrop 1000) Elektroforez tanki (Consort E844)
Vortex (Janke and Kunkel, UF-2) Zaman Ayarl1 Santrifiij (sigma)
Manyetik karistirici (1siticili) (Heidolph)  Hassas terazi (Setra)

Su banyosu (Niive) Buzdolabi (Argelik)

Deep — freze (Argelik) Mikrodalga firin (Argelik)

24



Mikropipetler (10-100-1000) Pipet Uclari

Meziir (100°1iik, 1000°1ik) Beher (250°1ik, 500°1iik)
Falkon tiipii (50°1ik) Ependorf tiipti (1.5 ml ‘lik)
PCR tiipleri (strip)

3.1.2. Kullamlan Kimyasallar

Buffer 1 (Diagen)  Buffer 2 (Diagen)  Buffer 3 (Diagen)

Buffer 4 (Diagen)  Buffer 5 (Diagen)  Proteinaz K (Diagen)
dNTP (Biotools) MqgCl; (Biotools) 10XPCR Buffer (Biotools)
Taq DNA polimeraz (Biotools) Agaroz (Sigma)

Tris (Sigma) Borik asit (Sigma) EDTA (Sigma)

Molekiiler weight marker (Fermantase)

3.2. Yontemler

Calismamizda olgular ile kontrol grubu bireylerinden alman periferik kan
orneklerinde DNA izolasyon islemlerini takiben DNA konsantrasyon ve kalite
degerlendirmeleri, PCR reaksiyonlar1 ve ARMS yontemi ile analiz islemleri
gerceklestirilmistir. Asagida uygulanan yoOntemlerin asamalar1 maddeler halinde

belirtilmistir:
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3.2.1. DNA Ekstraksiyonu

Kan 6rnmeklerinden DNA ekstraksiyonunda Mobia UltraClean DNA

Ekstraksiyon Kiti kullanilmig olup uygulama asamalari iiretici firma protokolii

dogrultusunda gergeklestirilmistir:

1.
2.

10.

Ependorf tiiplerinin tizerlerine olgu protokol numaralari yazilmstir.

Her ependorf tiipene 20 mikrolitre Proteinase K ile 200 mikrolitre kan
ve 200 mikrolitre B1 soliisyonu eklenmistir.

Kapaktaki damlaciklar1 diistirmek icin kisa bir siire spin attirilip, tliplerin
tistiine 200 mikrolitre B2 solusyonu eklenmistir.

Tiipler 15 saniye vortekslenip, kapaktaki damlaciklart diisiirmek igin
kisa bir siire spin attirildiktan sonra tiim karisim filtreli tiipe
aktarilmastir.

Tiipler 1300 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip, spin tiipler yeni tiiplere
aktarildiktan sonra iizerlerine 500 mikrolitre B3 soliisyonu eklenmistir.
Tipler 1300 rpm’de 30 saniye santrifiij edildikten sonra spin filtreleri
cikartlip, siiziinti dokilmiistir ve spin filtreleri tiiplere geri
yerlestirilmistir.

Tiiplerin tizerine 500 mikrolitre B3 solusyonu eklenerek, 13000 rpm’de

30 saniye santrifiij edildikten sonra spin kolonlar1 ¢ikarilip, siiziintii
dokiilmiistiir, spin kolonlar1 tekrar geri yerlestirilmistir.

Tiiplerin iizerine 500 mikrolitre B4 solusyonu eklenerek, 13000 rpm’de
30 saniye santrifiij edildikten sonra spin filtreleri dikkatlice ¢ikarilmastir.
Uzerine protokol yazilmis olan tiiplere spin kolonlar1 yerlestirilip,
tizerlerine su banyosunda 65 santigrat derecede isitilan 200mikrolitre B5
solusyonu eklenmistir
Tiipler 65 santigrat derecede 5 dakika etiivde inkiibe edilip, 1300 rpm’de
2dakika santrifiij edildikten sonra filtreli tiipler atilmis, stizintii gerekli

saklama kutusuna yerlestirilmistir.
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3.2.2. DNA Konsantrasyonu ve Saflik Derecesinin Olciilmesi

DNA konsantrasyonu ve saflik derecesinin olgiilmesinde Nanodrop Spektro
kullanilmistir.  Olgiimler 1.5mikrolitre DNA ile gerceklestirilmis olup, hasta ve

kontrollerin absorbans oran1 1.8 ile 2.2 arasinda bulunmustur.

3.2.3. Kullanilan Molekiiler Tam Teknikleri
3.2.3.1. ARMS (Ampification Refractory Mutation System) Yontemi

Genomik DNA’daki nokta mutasyonlarinin, kiiciik delesyonlarin  ve
insersiyonlarin saptanmasinda kullanilan ARMS yontemi birbirini tamamlayan iki
reaksiyon basamagindan olusmaktadir. Bu reaksiyon basamaklarindan ilkinde mutant
diziye 6zgii, ikincisinde ise normal diziye 0Ozgii primerler kullanilmistir. Bu
yontemle hedef DNA bolgesinde mutasyon varligi/yoklugu saptanmistir. Homozigot,
heterozigot veya normal ayrimi ise her iki reaksiyonun sonuglar1 birlikte
degerlendirilerek yapilmustir. iki farkli reaksiyon tiipiinde gergeklestirilen yontemde
tiiplerden birinde (I. tiip) normal diziye, digerinde ise (II. tiip) mutant diziye 6zgiin
forward primer kullanilmistir. Her iki tlipte de reverse ve internal primerler ortaktir.
Her iki tiipte (tiip I ve II ayri ayr1 ve aymi kisiye ait genomik DNA’daki hedef gen
bolgesi PCR ile ¢ogaltildiktan (amplifikasyon) sonra iriinler agaroz jel elektroforezde
yiritilmistir. Cogalma sadece l.tiipte gerceklesmisse birey arastirilan mutasyon
yoniinden normal, sadece Il.tlipte gerceklesmigsse homozigot mutant, her iki tiipte de
gerceklesmisse heterozigot olarak kabul edilmistir. internal primer PCR’da sorun
olup olmadigimi kontrol etmek icin koyulmustur. Ozetle, her genomik DNA ve
mutasyon noktast i¢in, iki farkli tiipte iki PCR ve toplam 3 farkli primer kullanilarak
elde edilen sonuglar birlikte degerlendirilmistir.

Kullanilan XPD kodon 312 i¢in primerler asagida verilmistir:
G allel Forward: CTGGCCAACCCCGTGCTGCCCG TM: 69.8
A allel Forward: CTGGCCAACCCCGTGCTGCCCAA

G ve A alleli range araligi 271bp

27



Internal forward: GCGTCAACCTCACCCGCCGGACCC TM: 69.8
Reverse: TTGCGCTGGATGCACACGCGCTGG TM: 68.2
Internal kontrol range araligi 556bp

Tablo 3.1. XPD kodon 312 polimorfizmi i¢in uygun reaksiyon karigimlart ve miktarlari

Reaksiyon karisimi Miktar (pl)
Buffer 5
MgCl, )
Dntp 04
Primer reverse 4

G forward, A forward, internal forward 2

Taq 0.2

Su 26.4
DNA 5
Toplam miktar 50

Tablo 3.2. PCR kosullari

Reaksiyon Asamasi Sicaklik °C Stire Dongii Sayist
Baslangic 94 5dk. 1
Denatiirasyon
Denatiirasyon 94 45sn.
Annealing 67.5 45sn. 40
Extension 72 45sn.
Son uzama 72 5dk. 1
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3.2.4. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Ayrilmasi

PCR o&rneklerinin incelenmesinde %2’lik agaroz jel kullanilmistir. Bunun igin
agaroz, 5XTBE solusyonu igerisinde mikrodalgada ¢ozdiiriilmiis ve olusan ¢ozeltiye

etidyum bromiir konulmustur.

Elektroforeze baslamadan once tank, taraklar ve jel yatagi distile su ile
temizlenmistir. Jel yatagma taraklar yerlestirilmis hazirlanan jel dokilmis ve
sogutmaya birakilmistir. Soguyan jelden alinmis taraklar ¢ikarilip, TBE ile doldurulmus

ve beng lizerinde dengesi saglanmis tank i¢cine konulmustur.

10ul PCR iiriindi 2.5pul 6X’lik ylikleme tamponu ile karistirilarak kuyulara
yiklenmistir. Yikleme isleminden sonra elektrodlar yerlestirerek 220 voltta
yirltilmustir. Elektroferez isleminden sonra jel, goriintileme ve dokiimantasyon

sistemi ile degerlendirilmistir.

3.2.5. Jelin Goriintiilleme Sistemi ile Degerlendirilmesi

Agaroz jel elektroferezi ile ayrilmis DNA oOrneklerindeki allel dagilimlar jel
goriintiileme sistemi aracihigiyla GG, GA, AA genotipleri olarak tanimlanmiglardir.
Sonuglara gore bireyler homozigot wild, homozigot mutant, heterozigot olarak

adlandirilmiglardir. Sekil 3.1.’de genotiplemede kullanilan jel goriintiisii gosterilmistir.
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G A G A G A

Sekil 3.1. ARMS teknigi kullarak olusan frankmantlarin jel elektroforezinde
goriintiisti (M: markir, 1:G ve A allelerini tagiyan heterozigot hasta, ; 2: G alleli tasiyan
homozigot hasta; 3: A alleli tasiyan heterozigot hasta)

3.2.6. Kullanilan Cozeltiler

3.2.6.1. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullamlan Cozeltiler

3.2.6.1.1. Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (2X)

300ml 5XTBE ‘den alinarak beher i¢ine konulmus ve iizerine 6gr agaroz ilave
edilerek karistirilip, mikro dalga firin icinde 5 dakika %100’lik gii¢ ile baslanarak

%10’luga kadar kaynadike¢a diisiiriilmiistiir. Stire tamamlandiktan sonra alinan karigima
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16mikrolitre etidyum bromiir eklenmis ve solusyon tanka dokiilmiis, 1 saat sonra

tankdan ¢ikarilarak kullamilmaya hazir +4 °C* de saklanmistir.
20X Tris-Borik Asit-Etilendiamintetraasetat (TBE) hazirlanmasi igin;

121 gram Tris baz (1M) ve 61.7 gram borik asit (1M) ve 7.44 gram EDTA
(20mM) tartilarak beher icine aktarilmistir. Uzerine 1000ml distile su ilave edilerek

manyetik karistiricida ¢oziindiiriildii ve oda 1sisinda saklanmistir.

3.2.7. istatiksel Analizler

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 15.0 paket programi kullanilmistir.
Gruplar arasinda genotip dagilimlar: kikare (Xz) testi ile degerlendirilmistir. Odds Ratio

oranlar1 hesaplanmstir.
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4. BULGULAR

Bu calismada 40-80 yaslar1 arasinda yas ortalamasi 70.4+7.71 olan 100 PK
olgusu ile 36-88 yaslar1 arasinda yas ortalamasi 61.51+17.12 olan 150 saglikli kontrol
grubu bireyleri ile XPD kodon 312 polimorfizimine iliskin genotip ve allel frekanslar

acgisindan karsilagtirilmastir.

4.1.Hasta ve Kontrol Gruplarimin Yasa Gore Genotip Dagilimlar:

Calismamizda hastalarin ve kontrol grublarinin yasa goére genotip frekanslari
bakilmis olup herhangi bir farklilik bulunmamistir. Yasa gore heterozigot (GA) ve
mutant (AA) genotiplerinde artis ya da azalis gézlenmemistir. Tablo 4.1.’de hasta ve

kontrol gruplarinin yasa gore genotip dagilimlar verilmistir.

Tablo 4.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Yasa Gore Genotip Dagilimlar

GENOTIP HASTA YAS KONTROLGRUBU
ORTALAMASI YAS ORTALAMASI
GG 71.46+7.61 61.14+17.68
GA 67.31+8.42s 61.47+£17.24
AA 73.12+4.09 63.55+14.24

4.2. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Genotip Frekansinin Karsilastirilmasi

Calismamizda hastalarin %52’si yabanil (GG), %32’si heterozigot (GA), %16’s1
mutant (AA) genotipte oldugu ve bu sonuglar dogrultusunda hastalarin ¢ogunlugunda

yabanil genotip gozlenmistir. Tablo 4.1 de hasta genotip dagilimlar1 verilmistir.
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Tablo 4.2. Hasta genotip dagilimlari

Genotipler | PROSTAT KANSER GRUBU
N %
GG 52 52
GA 32 32
AA 16 16

Calismamizda kontrol grubunun %64°i yabanil (GG), %24’1 heterozigot (GA),

%12’si mutant (AA) genotipte oldugu ve hastalarda oldugu gibi cogunlugunda yabanil

genotip gozlenmistir. Tablo 4.2’de kontrol grubu genotip dagilimlar verilmistir.

Tablo 4.3. Kontrol grubu genotip dagilimlari

Genotipler KONTROL GRUBU
N %

GG 96 64
GA 36 24
AA 18 12

Hasta ve kontrol gruplar arasinda genotip dagilimlar kikare (x?) testi ile

karsilagtirilmistir. Tablo 4.4’de hasta ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimlari

verilmistir.

Tablo 4.4. Hastalar ve kontrol grublari arasinda genotip dagilimlari

Genotipler PROSTAT KANSER GRUBU KONTROL GRUBU
N % N %

GG 52 52 96 64
GA 32 32 36 24
AA 16 16 18 12
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Kikare testi sonucu XPD geni kodon 312 polimorfizminin meydana getirdigi ¢
farkli genotip agisindan (GG ,GA ,AA) kanser olgular1 ve kontroller arasinda anlamli
bir fark saptanmamistir (p=0.167 , p>0.05).

4.3. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Allel Frekansimin Karsilastirilmasi

Hasta ve kontrol grublari arasinda allel frekanslar kikare (x°) testi ile
karsilastirilmistir. Kikare testi sonucu XPD kodon 312 polimorfizminin meydana
getirdigi iki allel (G, A) kanser olgular1 ve kontroller arasinda anlamli bir fark
saptanmamustir (p=0.136  p>0.05). Tablo 4.5’te hasta ve kontrol grubunun allel

frekanslar1 verilmistir.

Tablo 4.5. Hastalar ve kontrol grublarinin allel frekanlarinin karsilastiriimasi

Allel Hasta Kontrol p degeri
G alleli (Asp) 136 228
A alleli (Asn) 64 72 0.136

4.4, Hastalarin Kontrol Grubuna Gore Tasidig1 Risk Faktorii (OR)

Hastaligin ortaya ¢ikmasinda, hasta grubuna gore tasidigi risk 1.64 olarak ¢ikmis
fakat bu sonug istatiksel agidan anlamli olmadig belirlenmistir. Tablo 4.6’da hasta ve

kontrol grubunun OR degerleri verilmistir.
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Tablo 4.6. Hastaligin ortaya ¢ikmasinda, hasta grubunun kontrol grubuna gore

tagidigi risk orani (A alleli igin)

Hasta Kontrol OR(C19095)
GA 32 36
1.64(0.915-2.942)
GG 52 96
AA 16 18
1.64(0.773-3.485)
GG 52 96
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5. TARTISMA

Prostat kanseri gelisiminde genetik ve g¢evresel faktorler rol almaktadir. Bu
faktorlerin etkisi ile sinyal ileti sistemi, apopitoz ve hiicre siklusunda yer alan gen
ekspresyon bozukluklar1 rol almaktadir. Genetik polimorfizmler DNA tamir
kapasitesinde kigisel farkliliklara yol acgabilmekte ve kismen de olsa hiicrelerin
genotoksik ajanlara kars1 hassasiyetini degistirerek kanser hiicresine donligmesine sebep
olabilmektedir. Karsinojen ve antikanser ajanlarin neden oldugu DNA hasarlarii
diizelten DNA tamir sistemlerinin, yetersiz ya da hatali DNA tamir mekanizmalarinin

cesitli maliniteler igin bir risk faktorii oldugu bildirilmistir (31).

Xeroderma pigmentosum group D niikleotid kesip ¢ikarma tamiri mekanizmasi
ile DNA tamirinde gorev alan bir gendir. Niikleotid kesip ¢ikarma tamirinde hasarli
bazlar oligoniikleotid pargalar1 olarak kesilir ve bu sayede birgok DNA hasarimin
ozellikle de heliks distorsiyonuna neden olanlarin onariminda etkilidir. Niikleotid kesip
cikarma tamir mekanizmasi1 daha c¢ok ultraviyole 15181 ve polisiklik hidrokarbonlara
bagli DNA hasarimin tamirinde gorev alir. Kalitsal sendromlar1 (Xeroderma
pigmentosum ‘XP’, Cockayne sendromu ‘CS’, Trichothiodystrophy ‘TTD’) olan
bireylerde NER mekanizmasinda bozukluklar saptanmistir, bu bireylerde giinese
duyarlilik, baz1 dokularda erken yaslanma, norolojik bozukluklar ve genellikle UV
kaynakli cilt kanseri insidansinda artis gézlenmistir. Xeroderma pigmentosum group D
genindeki tek niikleotid degisimleri bir¢ok ¢alismaya konu olmustur (31). Xeroderma
pigmentosum group D kodon 312Asn varyanti ile PK arasindaki iligki arastirilmis ve

caligmalarin grup 6zellikleri Tablo 5.1°de, genotip frekanslar1 Tablo 5.2°de verilmistir.

Calismamizda 100 PK’li olgu ve 150 kontrol grubundan olugmus bir Tiirk
populasyonu, XPD 10. ekzonunda yer alan XPD G23591A polimorfizmi ile PK

arasindaki iligkisi incelenmis olup anlamli olmadig1 gozlenmistir.

Rybicki ve arkadaglarmin Amerika’da 2004 yilinda 637 beyaz ik kokenli
prostat kanseri olgusu ve 480 kontrolle yapilan ¢alismada XPD kodon 312, XPD kodon

751 ve XRCC1 kodon 399 polimorfizmleri incelenmis olup litaratiirden ulagabildigimiz
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kadariyla yapilan ilk ¢aligmadir. Akciger kanserinde XPD kodon Asp312Asn ve
XRCC1 kodon Arg399GIn varyantlarina bakilmig ve bu iki gendeki tek niikleotid
degisimi polimorfizmle iligkilendirilerek anlamli bulunmustur (10). Rybicki ve
arkadaslar1 bu ¢alismadan yola ¢ikarak prostat kanserinde de polimorfizmle iligkisi olup
olmadigina bakmiglar ve c¢alistiklar1 i¢ genden XPD kodon 312’de A alleli tasiyan
bireylerin 6zellikle homozigot tasiyicisi iseler PK riskini arttirdigini gézlemlemislerdir.
Bununla beraber XPD kodon 312 Asn varyanti tasiyanlarin XRCC1 kodon 399 GiIn
varyantini da beraberinde tasimas1 durumunda PK riskini 4.8 kat arttirdig1 goézlenmistir.
Mekanik olarak genetik etkilesimler ayn1 biyolojik yolaklar1 iceren genler arasinda daha
olast distiniiliirken, farkli yolaklarda gorev alan genler arasinda da etkilesim
goriilebilmektedir. Ciinkii, XRCC1 kodon 399 GIn ve XPD kodon 312 Asn varyanti
durumunda cevresel faktorlere maruz kalarak DNA hasar1 olusmus ve bu hasar
tamirinde baz eksizyon tamiri ve niikleotid eksizyon tamir yolaklarina ihtiyag
duyulabilecegi One siirlilmiistiir. Bu yolaklardan yalniz birinin verimli ¢alismasin
engelleyen bir hasar, her iki yolakta sorun oldugunda etkilesimleri artarak hastalik
riskinin artabilecegi gbzlenmistir. Ayni zamanda ¢aligmada aile Oykiisii, yas ve PSA
seviyelerine gore karsilagtirmalar yapilmis aile oykiisii pozitif olan, 62 yasin iistiinde
olanlar ve PSA seviyesi yiiksek olanlarda XPD kodon 312 Asn varyantinin taginmasi 2
kat oraninda arttig1 gézlemlenmistir. Xeroderma pigmentosum group D kodon 312 Asn
varyantinin 1.61 oraninda prostat kanserini arttirdigi gézlemlenmis olup (53), bizim
yaptigimiz ¢alismayr desteklememektedir. Bu calisma ile bizim calismamiz ayni
yontemle yapilmistir, yontemden kaynaklanan bir farklilik s6z konusu degildir. Farkl
sonuglarin nedeni populasyonlarin farkli olmasindan kaynaklanabilir. Ayn1 zamanda bu
caligmada belirtilen; yasa bagli XPD kodon 312 Asn tastyiciliginin artmasi durumu da

bizim ¢alismamizi1 desteklememistir.

Bau ve arkadaslarinin Tayvan ‘da 2007 yilinda, 123 prostat kanserli olgu ve 479
kontrol ile yapilan caligmada, XPD kodon 312 polimorfizmine RFLP yontemi ile
HPY99I enzimi kullanilarak ¢alisilmistir. Referans olarak XPD kodon 312 G alinmus,
heterozigot ve homozigot XPD kodon 312 A ile PK riski X? testi ile p=0.003 (p<0.05)

bulunan degere ve istatiksel olarak hesaplanmis risk faktorii; heterozigot 1.84,
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homozigot 1.75 degerlerine dayanarak PK riski agisindan belirgin bir baglantinin
olacagi belirtilmistir. Homozigot ya da heterozigot A allellerinden herhangi birisi
XPD kodon 312’de olmasi durumunda PK riskinin arttigi ve PK i¢in markir olarak
kullanilabilecegi ileri siirtilmiistiir (3). Bunun yani sira bu konuda ¢ok fazla ¢alismanin
olmadigr daha kapsamli bir calismanin yapilmasi gerektigi ileri siiriilmiis olup, bu
calismanin sonuglart Rbicky ve arkadaslarini desteklerken bizim c¢aligmamizi
desteklememektedir. Bu c¢alismada yas faktorii bildirilmemistir, yOntemlerin ve

populasyonlarin fakliligindan kaynaklanan sonu¢ uyusmazligi s6z konusu olabilir.

Eric Yeoh ve arkadaslarinin 2009°da Giiney Avusturalya’da beyaz irklarla 118
prostat kanserli olgu ve yaslar1 birbiri ile uyusan 132 kontolle yaptiklar1 ve DNA tamir
sistmelerinden baz ekzisyon tamirinden sorumlu hOGG1 C1245G, XRCC1 G28152A;
niikleotid ekzisyon tamirinde rol alan XPD G23591A; homolog rekombinasyon tamir
sisteminde rol alan RAD51, G135C, XRCC3 C18067T ile yaptiklar1 pilot ¢alismada
hOGG1 C1245G tek niikleotid degisiminin digindaki diger genlerin polimorfizm ile
iliskinin bulunmadigini gozlemlemislerdir. Calismada RFLP yontemi kullanilmis
genotip frekanslari X2 testi ile degerlendirilmis olup, XPD kodon 312 Asn tasiyan hasta
ve kontrol grubu arasinda bir fark bulunmamistir. Risk faktoriintin de 0.98 ¢ikmasi bu
sonucu desteklemistir (17). Bu g¢alisma bizimle ayni istatiksel yontemleri kullanarak
diger caligmalarin aksine anlamli olmadigint bulan ve bu sonug ile Rbicky, Bau ve
arkadaslarinin ¢alismalariyla ¢elisirken, bizim caligmamizi destekleyen literatiirden
ulasabildigimiz tek calismadir. Calismada yontem olarak RFLP kullanilmis olup Rbicky
ve arkadaslarmin yaptigr calisma ile yontemlerinin de tutup sonucun tutmamasi

farkliligin yontemden kaynaklanmadigin1 gostermektedir.

Mandal ve arkadaslariin Kuzey Hindistan’da 2010 yilinda 171 prostat kanserli
olgu ve 200 kontrol grubu ile yaptig1 ¢alismada, XPD kodon 312, XPD kodon 751 ve
XRCC1 399 varyantlarinin polimorfizm ile iliskilendirilmesi ¢alisilmistir. Istatiksel
olarak X? testi sonucu p=0.003 bulunmustur (41). Calismanin sonucunda XPD kodon
312 ve XRCC1 kodon 399 varyantlarinin PK riskini arttirmis oldugunu gozlemlemis

olup, bizim ¢alismamizi desteklememektedir.
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Lavender ve arkadaglarinin 2010 yilinda, 208 Afrika kokenli PK hasta ve 665
kontrol grubu ile yaptig1 ¢alismada, DNA tamirinden sorumlu 6 gendeki tek niikleotid
degisiminin polimorfizm ile iliskisi incelenmistir. Bu genler NER ve BER DNA tamir
mekanizmalarinda gorev alan; OGG1 326 Cys, XPA-4A, XPD 312 Asn, XPD 751GlIn,
XRCC1 399 GIn ve APEX1 148 Glu genleri olup, varyantlarindan en az biri kalitsaldir.
Ozellikle XPD kodon 312 Asn allelinden en az birine sahip olan bireylerde homozigot
XPD kodon 312 Asp tastyanlara gore 1.3 ila 8.6 arasindaki bir degerle PK riskini
arttirdign  gozlemlenmistir. Istatiksel olarak LR sistemine gore; 2 alleli de tasiyan
bireylerde yiiksek oranda artmig risk olarak degerlendirilirken, MDR modeli ile elde
edilmis sonuglar XPD kodon 312 Asn alleli tagityanlarin PK riskini arttirict oldugunu
onaylamamistir. DNA tamir mekanizmasindan sorumlu genlerdeki tek niikleotid
degisimleri incelendiginde homojenligi i¢in her seferinde bir X? testi kullamlmus olup,
bu teste gore bakilan 6 gende hasta ve kontrol grubu arasinda MDR modelini destekler
nitelikte olup, hicbir farklilik bulunmamuigtir. Litaratiirdeki bu bulgular Afrika kokenli
erkeklerde yapilan ve LR analizi ile 8.6 oraninda artmis risk gdézlenen bu calismay1
onaylamaktadir. Bunun yani sira bu calismada gen etkilesimleri kontrol edilmis olup,
calisilan grup arasinda XPD kodon 312 Asn ile XRCCI1 399 Gln allel varyantlar
arasinda potansiyel etkilesim bulunmustur. Ilerlemis PK’l1 olgularda LR analizine gore,
8 kat artmus risk tasindig1 gozlemlenmistir. Bu sonucu Rybicki ve arkadaslarinin yaptigi
caligma onaylamistir (35). Bu ¢alismada verilen LR yontemi tek degiskene bakilarak
yapilan bir analiz oldugundan bizim calismamizda karsilastirmayr onu baz olarak
almamiz gerekmektedir ve Eric Eoh ve bizim ¢alismamizi desteklemezken yapilan diger

caligmalar1 desteklemektedir.

Niikleotid ekzisyon tamirinden sorumlu olan XPD, helikaz aktivitesinden
sorumlu olup kodon Asy312Asp varyant1 bir ¢ok hastalikta polimorfizm ¢aligilmalari
yapilmistir. Yapilan caligmalarda genotip frekanslar1 populasyondan populasyona
degismekle beraber geliskili veriler elde edilmistir (31). Gerek Tayvan’da ve Hindistan
populasyonunda gerekse beyaz irk olarak anilan Avrupa populasyonlarinda XPD gen
polimorfizmleri PK arasindaki  iligkiyi arastiran c¢alismalarda farkli sonuclara

ulagilmasi, bizim de ¢alismamizda XPD gen polimorfizminin Tiirk populasyonunda PK
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ile iligkisinin olmadigini ortaya koymamiz, ayni zamanda litaratiirden ulastigimiz

kaynaklarin sinirlt olmas1t XPD polimorfizminin daha kapsamli ¢alisilmasi gerektigini

ortaya koymaktadir. Yaptigimiz ¢alisma XPD kodon 312Asn polimorfizmi ile PK

arasinda iliskiyi Tiirk populasyonunda arastiran ilk ¢alismadir.

Tablo 5.1. Calismalardaki gruplarin 6zellikleri

Cahsmalardaki Gruplarin Ozellikleri

) Prostat Kontrol
Arastirmaci, Y1l Ulke Populasyon Kanseri Grubu
) | Metod
Olgulan Bireyleri
Rybicki ve
arkadaslar, 2004 Amerika Avrupa 637 480 ARMS
(53)
Bau ve arkadaslari,
Tayvan Asya 123 479 RFLP
2007 (3)
Eric Yeoh ve
Avusturalya Asya 118 132 RFLP
arkadaslari, 2009
(17)
Lavender ve _ _ N
arkadaslari, 2010 Afrika Afrika 208 665 Dizileme
(35)
Mandal ve o
arkadaslar1 2010 Hindistan - 171 200 ARMS
(41)
Bizim ¢alismamiz Tirkiye Tirk 100 150 RFLP
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Tablo 5.2. Calismalarda elde edilen XPD kodon 312 genotip dagilimlari

Calismalarda Elde Edilen XPD kodon 312 Genotip Dagilimlar:

Arastirmaci, Y1l Prostat Kanseri Kontroller p-value?
Hastalan
GGC% |GA% | AA% [GGC% |GA% | AA%
Rybicki ve
arkadaslari, 2004 40.3 47.1 12.6 41.2 49.9 8.9 0.05
(53)
Bau ve arkadaslari,
2007 (3) 50.4 31.7 17.9 64.7 22.1 13.2 0.003
Eric Yeoh ve
arkadaslari, 2009 69.1 40.9 6.1 77.3 47.4 7.3 1.0
17)
Lavender ve 76.8 20.5 2.6 80.8 18.4 0.8 0.095
arkadaslari, 2010
(35)
Mandal ve
arkadaslar1,2010 - - - - - - 0.003
(41)
Bizim ¢alismamiz 52 32 16 64 24 12 0.167

Sonug olarak , XPD kodon 312Asn polimorfizmi, Tiirk populasyonunda PK i¢in

ayirict bir genetik markir olmaktan uzaktir.
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6. SONUC

Calismamizda, PK 100 olgu ve PK olmayan 150 erkek kontrolde, ARMS
yontemi kullanilarak XPD kodon 312Asn polimorfizmi arastirilmistir. Bu
polimorfizmlerin hasta ve kontroller arasinda genotip dagilimi agisindan farklilik
gosterip gostermedigini ve PK i¢in genetik markir olarak kullanilabilirligini belirlemek

amaglanmstir.
Yapilan ¢alisma sonucunda;

e Tiirk populasyonundaXPD kodon 312Asn polimorfizmi GG, GA, AA
genotiplerinin dagiliminin PK hastalar1 ve kontrol gruplarinda birbirine

cok yakin olduklari, genotip dagilimlar1 arasinda istatiksel anlamli bir

fark bulunamadi (p=0.136 , p>0.05).
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