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1. GIRIS ve AMAC

Polimorfizm genel olarak ayni tiiriin ayn1 popiilasyonunda iki ya da daha
fazla farkli formun var olmasi sonucunda ortaya cikmaktadir. Polimorfizm
biyocesitlilik, genetik varyasyon ve adaptasyon ile iligkili bir ¢esit degiskenliktir.
Evrimsel bir siirecin sonucu olan polimorfizm kalitilabilir ve seg¢ilim yoluyla
degistirilebilir. Bunun yan1 sira, molekiiler biyoloji alaninda yapilan polimorfizm
calismalar1 sonucunda elde edilen bulgularin, bir ¢ok hastaliga yatkinligin

belirlenmesindeki énemleri biiyiiktiir.

Polimorfizm ve prostat kanseri arasindaki iliskinin arastirildigi bir ¢ok

caligsma vardir.

Prostat kanseri, prostat bezindeki salgi hiicrelerinin kontrolsiiz biiyiimesine
baghdir ve genellikle prostat bezinin dis kismindaki hiicrelerde goriilmesine

karsin (esas prostat bezlerinden) , prostatin her bolgesinden gelisebilmektedir (1).

Epidemiyolojik calismalar prostat kanseri insidansinin etnik ve cografik
farkliliklar gosterdigini; fakat prostat kanseri gelisimi ve ilerlemesinden sorumlu
olan genetik ve cevresel faktorler altindaki nedenlerin heniiz tam

anlasilamadiklarina isaret etmislerdir (2).

Kanser gelisimi, hiicre biiyiimesi ve devamliligint kontrol eden ve normal
embriyonik gelisimde onemli roller oynayan sinyal transdiiksiyon yolaklarinin

anormal aktivasyonuna baglidir (3).

Omurgali ve omurgasiz embriyo gelisiminde tanimlanmis olan Wnt’ler bu
siirecte hiicre bilylimesi, hareketliligi ve farklilasmasim diizenleyerek, hedef
hiicreler icinde cesitli sinyal kaskadlarin1 aktive eden, parakrin seklinde davranan

glikoproteinlerdir.
Wnt sinyal iletim yolagl bir ¢ok organ sisteminde tiimor gelisimi ile
ilgilidir (4). Prostat hiicrelerinde artan Wnt diizensizligi prostat kanseri gelisimine

neden olabilmektedir (5,6,7).

Bazi tiimor orneklerinde Wnt sinyal yolagi bilesenlerinden APC gen

mutasyonlart ve heterozigotluk kaybi belirlenmistir. E-kaderin, B-katenin ve



GSK3p ekspresyonlarimin daha istilaci potansiyelli prostat kanseri hiicre
hatlarinda azaldig1 gosterilmistir (8). Bu yolagin diger 6nemli bileseni ise Axin
proteinidir. Axin2 insan kromozom 17q24’de yer alir. Bu bolgedeki heterozigotluk
kayiplarinin  meme, noroblastoma ve diger bazi tiimorlerde sik rastlandigi

belirlenmistir.

Prostat kanseri ve Axin2 polimorfizmi arasindaki iligkinin var olup
olmadigina dair literatiirde herhangi bir yayin bulunmamaktadir. Ancak cesitli
kanser tipleri ile Axin2 arasindaki iligki arastirillmis ve bu gendeki polimorfizmin

prostat kanserine yatkinlik olusturabilecegi ileri siiriilmiistiir (3).

Calismamiz, Axin2 geninin ekzonl bolgesindeki 148C>T ve 432T>C ile
ekzon5 bolgelesindeki 1365A>G ve 1386C>T polimorfizmlerinin, prostat kanseri

gelismesinde bir risk faktorii olup olmadigini arastirmak amaciyla yapilmistir.



2. GENEL BiLGILER
2. 1. Prostat Bezi

Latince’de “pro-6nce” ve ‘“stare-durmak” kelimelerinden olusan prostat
(9), erkeklerde bulunan en biiyiik yardimei genital bezdir (1). Prostat ilk olarak bir
anatomist olan Niccold0 Massa tarafindan 1536’da tamimlanmis, ve Flaman

anatomist Andreas Vesalius tarafindan 1538’de resmedilmistir (10).

Seminal s1v1 yapimi ve depolanmasina yardimci olan prostat bezi yetiskin
bir erkekte yaklagik olarak 3cm uzunlugunda ve 20 gram agirligindadir (11).
Iceriklerini uzun bogaltim kanallar1 aracilifiyla prostatik iiretraya bosaltan 30-50
adet dallanmis bilesik tiibiiloalveoler bezden olusur, ve ayrica diiz kaslan da
icermektedir. Prostatik bezler periiiretral mukozal bezler, periiiretral submukozal
bezler ve esas bezler olarak adlandirilan periferal bilesik bezler olmak iizere ii¢
bolgede diizenlenmiglerdir (1). Tiirler arasinda anatomik, kimyasal ve fizyolojik
olarak oldukca farklilik gosteren prostat, rektumun hemen Oniinde ve icinde
idrarm biriktigi mesanenin alt kisminda bulunmaktadir ve aynm1 zamanda idrarin

i¢inden gectigi kanal olan {iretray1 sarmaktadir (12,13).

Prostat zonlar ve loblar ile iki farkli yolla kisimlarina ayrilabilir. Zon
siniflandirmas: genellikle patolojide kullanilir. Periferal zon (PZ), geng¢ erkek
bireylerde normal prostatin %70’ini ve prostatik kanser kokeninin %70’ inden
fazlasim olugturmaktadir. Ejakulator kanallar ¢evreleyen merkezi zon (CZ) ise,
normal prostat bezinin yaklasik %25’ini olusturur ve merkezi zon tiimorleri
prostat kanserlerinin %?25’inden fazlasim olusturur. Nadiren karsinoma ile iligkili
olan transisyon zonu (TZ) prostat hacminin %5’idir ve proksimal iiretray1 cevreler
ve benign prostatik biiyiimeden sorumlu kisimdir. Anterior fibro-muskular zon
(Stroma), prostatik agirligin yaklasik %5’ini olusturur ve sadece kas ve fibroz
dokudan olusmaktadir. Lob sinflandirmasi ise genellikle anatomide kullanilir ve
prostat anterior lob (isthmus), posterior lob, lateral loblar ve median lob olmak

iizere dort loba ayrilir (14).



2. 2. Prostat Bezi Problemleri

Ergenlik doneminden sonra prostat, kabaca bir misket biiyiikliigiinden
yaklasik bir golf topu biiyiikliigiine kadar yavas yavas biiyiir. 50’1i yaslarda ve bir
cok faktoriin etkisiyle, prostat tekrar biiylimeye baslar. Bu artan biiyiime
cogunlukla benign prostat hipertrofi (BPH) ya da prostat genislemesi, prostatit ve

hatta prostat kanserini iceren ¢esitli problemlere neden olabilir.

Benign prostatik hipertrofi (BPH) ya da prostat bilyiimesi, prostat bezinin
i¢ korunda bulunan hiicrelerin biiyiimesi ve fibroz nodiiller olusturmasidir. Bu
nodiiller iiretraya baski yaparak agri ve iirinasyon problemleri yaratir. Tedavi
edilmedigi siirece BPH prostatite neden olur, siddetli durumlarda ise mesanenin
bosaltiminda sorunlar ¢ikar ve bu sorunlar mesanenin ve bobreklerin tamamina
yayilabilir. Prostat biiyiimesinin belirtilerini sik idrar atim ihtiyaci, agri, yanma,
iirinasyonun baglama ve bitisinde zorluklar, idrarda kan belirmesi, idrar akiminda
yavaglama, gece sik idrar atimina c¢ikma ve idrari tam atamama hissi olarak

siralayabiliriz.

Prostatit, prostat bezinin inflamasyonudur ve genellikle viicudun diger bir
kismindan yayilan bakteriyel bir infeksiyondan kaynaklanir. Akut prostatitte
oldugu gibi hizli bir sekilde gelisebilir ya da kronik prostatitte oldugu gibi uzun
bir zaman periyodunda yavasca gelisebilir. 20-35 yaglar1 arasindaki erkeklerde
yaygin olarak goriilen akut prostatit semptomlar: arasinda titreme, ates, iirinasyon
ve ejakulasyonda agri, idrar tutulmasi, idrarda ve/veya semende kan, idrara ¢ikma
ihtiyacinda artma ve testislerde agri yer almaktadir. Kronik prostatit akut
prostatitten gelisir ve genellikle hormonal degisime bagl olarak 30-50 yaslari
arasindaki erkeklerde yaygin durumdadir. Belirtileri ise, diger iiriner bolge
enfeksiyonlarinda gozlenen belirtilerin yani sira agri, idrarda kan goézlenmesi,

idrar1 tutamama, anormal idrar rengi olarak siralanabilir (13).



2. 3. Prostat Kanseri

Kanser ingilizcede ‘“yenge¢” anlamina gelir. Yenge¢ diismanini
kistirdiktan sonra, digli kollaryla sikica tutar ve yavas yavas kemirerek yer.
Tedavi edilmedigi taktirde, insan1 giderek zayiflatip halsiz diisliren ve sonunda
oldiiren bu hastaliga, bu nedenle “kanser” adi verilmistir. Kanserin kesin sebebi
ya da sebepleri heniiz bilinmese de, kisiyi baz1 kanser tiirlerine kars1 yatkin hale
getiren genler, kanser olusumuna yol acan viriisler, radyasyona maruz kalma,
cesitli kimyasal maddeler kanser sebepleri arasinda sayilmaktadir. Bagisiklik
sistemindeki bozulmalar, cesitli cevresel faktorler ya da beslenme tarzi da kanser
olusumunda rol oynamaktadir. Kanserlerin yaklasik %20’sinin kaliimsal

nedenlere bagli oldugu diisiiniilmektedir (15).

Epitelden gelisen ve “Karsinoma” olarak adlandirilan kanserler tiim kanser
tipleri arasinda en yaygm olanidir. Oliim orani kadar insidansi konusunda da
Oonemli olan dort kanser tipi vardir. Akciger ve kalinbagirsak (kolon ve rektum)
kanserleri her iki cinste de onemli bir problemken, kadinlarda meme kanseri,
erkeklerde ise prostat kanseri en énemli sorundur. Bu major dortlii grup disinda
ikinci grupta yer alan kanser tipleri ise, mesane, mide, karaciger, bobrek,
pankreas, Ozafagus ile kadinlarda goriilen serviks ve yumurtalik kanserleridir.
Bunlarin her biri total kanser insidansinin ve mortalite orammin kiiciik bir

yiizdesini olusturmaktadir (15,16).

Tam olarak “prostat adenokarsinoma” olarak adlandirilan prostat kanseri,
prostat bezindeki salgi hiicrelerinin kontrolsiiz biiyiimesine baghdir ve genellikle
prostat bezinin dis kismindaki hiicrelerden (esas prostat bezlerinden) olmak

izere, prostatin her bolgesinden gelisebilmektedir (1,15,16).

Klinik yonii degisken olan prostat kanseri, klinik olarak anlamsiz
timorlerden, bir ka¢c yil icinde hastayr oOldiirebilecek agresif bir hale
doniisebilmektedir (16). Erkeklerde teshis edilen en yaygin malignansi olan
prostat kanserinin metastatik formlar ise ikinci mortalite nedenidir (17). Prosrat

bezi disina yayilma s6z konusu oldugu metastatik formda, tlimor hiicreleri prostat



yanindaki dokulara, ilk 6nce pelvis lenf yumrularina ve sonunda uzaktaki lenf

yumrularina, kemiklere, beyin, karaciger ve akcigerlere yayilabilmektedir (18-20).

Prostat kanseri orani, diinya capinda genis Olciide degiskendir. Her ne
kadar iilkeler arasinda biiyiik farkliliklar varsa da, giiney ve dogu Asya en az
derecede, Avrupa’da biraz daha yaygin, ABD’de ise en yaygin goriildiigii bolgedir
(21). Amerikan Kanser Dernegi'nin (American Cancer Society) 2006 verilerine
gore Amerikali erkeklerde en sik goriilen kanser tiirii %33 ile prostat kanseridir ve
ayrica kanserden oliim oranlarinda ise prostat kanseri %9 ile iiclincii sirada yer
almaktadir. Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezi'nin Tiirkiye ile ilgili 2002 yil
verilerine gore, erkeklerde goriilen kanser tiirleri arasinda prostat kanseri %5.5 ile

6.sirada bulunmaktadir (22).

Bir erkegin yasami boyunca prostat kanserine yakalanma olasilig1 %16-
20°dir. Elli yasm tiizerindeki erkeklerin %40'inda mikroskobik diizeyde, yani
muayene ya da diger tetkiklerle anlagilamayacak kadar kii¢iik prostat kanseri
oldugu diisiiniilmektedir. Yetmisbes yas lizerinde yapilan otopsi ¢alismalarinda bu

oran %75 civarindadir (15).

Prostat kanseri erken evrelerinde genellikle semptomlar olusmamaktadir.
Bununla beraber, baz1 durumlarda prostat kanseri benign prostatik hipertrofide
oldugu gibi semptomlara neden olabilir (23). Prostat kanseri semptomlar1 idrar
akiminda azalma, sik idrara gitme, idrar1 bosaltamama hissi, idrar kagirma, idrar
yolu enfeksiyonu, idrarda kan gbzlenmesi, idrar yaparken yanma, kasik agris1 ve
iktidarsizlik olarak siralanabilir (24). Gelisen prostat kanseri ek semptomlara
neden olabilir, hastalifin viicudun diger bolgelerine yayilmasi gibi. En ortak
semptom kemik agrisidir, genellikle omurga kemikleri, pelvis ya da kaburga
kemiklerinde bu kemiklere yayillimindan dolay1 agri hissedilir. Ayrica prostat
kanseri omurgadaki spinal kordu sikstirabilir, bu da bacaklarda zayifliga ve

tuvaletini tutamamaya neden olur (25).

1980’lerin sonlarina kadar, prostat kanserlerinin ¢cogu klinik semptomlarca
belirleniyordu (16). Tani i¢in en 6nemli ilk basamak muayenedir. Muayene

sirasinda prostatin sert olmasi ya da iizerindeki nodiillerin (kiiciik yumrular) ele



gelmesi kuskulandirici bulgulardir (15). Erken evrelerde prostat kanserlerinin
belirlenmesinde birkag erken tanimlama testlerinin kombine kullanimi
gerekmektedir. Bu testler dijital rektal muayene (DRE), serum tPSA (toplam
Prostat Spesifik Antijen) ve kanda serbest PSA ile kompleks PSA yiizdelerinin
degerlendirilmesini, ve bunlarin arkasindan prostat biyopsisini icerir (26,27). PSA
kallikrein alt grubuna ait bir serin proteazdir ve normal prostat hiicrelerine
nazaran prostat kanseri hiicrelerinde yiiksek diizeylerde bulunur. Normal bir
erkekte genellikle PSA diizeyi <4 ng/ml’dir, buna karsin bu deger >4-10 ng/ml
oldugu zaman hastanin prostat kanseri olma ihtimalini artirir, ve eger bu deger
>10 ng/ml olursa prostat kanseri olma ihtimalinin %50’den fazla oldugu
belirlenmistir. Erken tami testleri prostat kanseri varligina isaret ettigi zaman
biyopsi ile alinan ornekler Gleason score ile derecelendirilebilir. Gleason score
hastaligin agresifligini tahmin etmek icin kullanilir ve glandular yap1
ozelliklerindeki degisimleri temel almaktadir. Eger prostat kanseri lenf yumrular,
kemik ve diger i¢ organlara yayilmissa, radyoniiklid (radyoaktif cekirdek) kemik
taramasi, bilgisayarli tomografi, magnetik rezonans goriintilleme ve prostaScint
tarama yontemleri kullanilarak belirlenebilir. Normal prostat ve prostatik kanseri
hiicre ve dokularindaki gen iiriinlerinin karsilastirilmasinda kullanilan proteomik
calismalarinda oldugu gibi microarray, immiinohistokimyasal ve RT-PCR
(Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) analizleri bircok yeni
potansiyel  diagnostik ve  prognostik  biyobelirteclerin  belirlenmesini
saglamiglardir. Cerrahi ve radyasyon terapisi, hormonal terapi (antiandrojen
terapisi), kemoterapi ve molekiiler hedef olusturan terapiler prostat kanseri

tedavisinde kullanilan yontemlerdir (15, 18).

2. 4. Prostat Kanseri Etyolojisi

Prostat kanserinin spesifik nedenleri hala bilinmemekle beraber, bir
erkegin prostat kanseri gelistirme riski onun yasi, genetigi, irki, aile Oykiisil,
beslenmesi, yasam stiline ve diger faktorlere baglidir (11,28). Primer faktor ise

yagdir. Prostat kanseri 45 yas altindaki erkeklerde nadiren goriilmektedir; fakat



daha ileri yaslarla beraber siklig1 artmaktadir. Bununla birlikte, bir cok erkek
prostat kanseri oldugunu hicbir zaman bilmez. Cin, Almanya, Israil, Jameika,
Isvec, Uganda'da yapilan otopsi calismalarina gore, 50°li yaslarinda farkli
nedenlerden dolay1 olen erkeklerin %30'a, 70’li yaslarinda 6len erkeklerin ise

%80'inin prostat kanseri oldugu bulunmustur (11).

Bir erkegin genetik alt yapisi onun prostat kanseri gelistirme riskine
katkida bulunmaktadir. ABD'de beyaz irktan ya da Ispanyol ikindan olan
erkeklere gore siyah irktaki erkeklerin prostat kanserinden daha ¢ok etkilendigi,
en fazla oliim oranin da siyah erkeklerde oldugu belirlenmistir (29). Babasi ya da
kardesi prostat kanseri olan erkeklerde ise risk iki kat artmaktadir. Prostat
kanserinden sorumlu tek bir gen yoktur, bir cok farkli gen ise karigmaktadir (11).
Son on yilda yapilan caligsmalar, prostat kanserinde yiiksek risk allelleri
belirlemistir, ve bir kalitsal prostat kanser geni i¢in otozomal dominant ya da X-
bagh kalitm gosterilmistir. Prostat kanserindeki ortak kromozomal degisimleri
1p, 6q, 8p, 10g, 13q, 16q, ve 18q kayiplart ve 1q, 2p, 7, 8q, 18q, ve Xq
kazanimlaridir (28,30).

Prostat kanseri i¢in en az yedi gen lokusu adaydir. Bu lokuslarda ii¢ aday
gen belirlenmistir, 17p lizerinde HPC2/ELAC2, 8p22-23 iizerinde MSRI,ve 1q25
tizerinde RNASEL. Prostat kanseri hiicrelerinde kromozomlarin telomerlerinin,
herhangi bir normal komsu prostat doku hiicreleri telomerlerinden daha kisa

olduklar1 bulunmustur.

Ayrica prostat kanseri icin kalitsal yatkinlik terimi oldukc¢a 6nemlidir ve
diger gen allellerindeki polimorfizmler yaygindir, bunlar genetigi degistirici ya da
niteleyici alleler olarak adlandirilir. Bu degisiklikler ¢ok uzun bir liste olustursa
da, androjen etkisi, DNA tamiri, karsinojen metabolizmasi, ve inflamasyon

yolaklarindaki degisimler 6nemlidir (28).

Erkeklerde seksiiel yardimc1 bir doku olan prostat bezinin gelisimi ve
olgunlagmasi erkek (androjenik) steroid hormonlarina baghdir ve yasla ilgili olan
anormal prostat biiylimesi hastaliklarinin (BHP ve prostat kanseri) androjenik

steroidler etkisi altinda gelistigi ve ilerledigi belirlenmistir (31).



2. 5. Prostat Kanseri Gelisimi ve Metastazinda Rol Alan Sinyal
Iletim Yolaklar:

Kanser gelisimi, hiicre biiylimesi ve davamlilifini saglayan, normal
embriyonik gelisimde onemli roller oynayan sinyal transdiiksiyon yolaklarinin

anormal aktivasyonuna baghdir (3).

Prostat kanserinin farkli gelisimsel evreleri boyunca epitel ve stromal
tiimor hiicrelerinde gen ekspresyonundaki 6zgiin degisimler 6zellikle tiimor hiicre
bliylimesini, devamliligini, gociinii ve yayilma oOzelligini artirmaya katkida
bulunurlar. Ozellikle, androjen reseptor (AR), Ostrojen reseptor( ER), epidermal
biiyiime faktori reseptorii (EGFR), HER-2, Hedgehog ve Wnt/B-katenin sinyal
iletim yolaklarimi iceren ¢oklu gelisimsel sinyal iletim yolaklarinin aktivasyonu
tiimor hiicrelerine agresif fenotip kazandirirlar (18). Bunun disinda, ozellikle
metastatik prostat kanseri hiicrelerindeki birka¢g apoptotik sinyal iletim
yolaklarinda yer alan elementlerin azalan ekspresyonu (seramid ve kaspazlar
gibi) ile antiapoptotik faktorlerin (Bcl 2 gibi) artan ekspreyonu birleserek timor

epitel hiicrelerinin hayatta kalislarina araci olabilmektedir (32,33).

Prostat rejenerasyonu siiresince gerekli olan prostat spesifik kok
hiicreleri havuzu bulunmaktadir. Bu havuzda bulunan epitel hiicrelerinin bir
kismimin prostat kanser hiicrelerinin atasini olusturan epitel hiicreleri oldugu
diisiiniilmektedir. Prostat ata epitel hiicrelerinin, kanser ata hiicrelerine onkogenik
transformasyonunun uyarilmasi igin farkli biiytime faktorii sinyal iletim
yolaklarinin devamli aktivasyonlar1 gerekmektedir. Kanser ata hiicrelerindeki
farkli tiimoriigenik yolak elementlerinin artan ekspresyonlari ve aktivitesi
prostatik karsinoma ve metastatik lezyonlara Onciiliik ettigi gosterilmistir (Sekil

2.1.)(18, 34).
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Sekil 2.1. Prostat kanseri baslangict ve ilerleyisi ile iligkili hiicresel olaylarin
oOnerilen modeli.

Prostatik kok hiicrelerinin belirlenmesi i¢in son zamanlarda kabul edilen
yaklagimlar vardir. Buna ragmen, prostat ata epitel hiicrelerinin onkogenik
transformasyonu icin gerekli hiicresel ve molekiiler mekanizmalar ile baslatici
olaylara aracilik eden stromal-epitelial etkilesimlerdeki degisimler heniiz tam
olarak bilinmemektedir. Prostat kanseri baslangicinin modelleri arasinda, prostat
displastik lezyonlar, bazal multipotent kok hiicreler ve/veya araci (intermediate)
hiicrelerindeki mitojenik sinyal iletim yolaklarinin diizensizligi yer almaktadir.
Prostat displastik lezyonlar, kanser epitel hiicrelerinin heterojen popiilasyonuna
yol acabilir ki bunlar anormal farklilagma, sinirsiz bolinme ve apoptotik hiicre

Olimiinde azalma gostermektedir (34,35).

In vivo ve in vitro olarak normal prostat epitel hiicreleri ve prostat

kanseri hiicre hatlarinda bir ¢ok onkogenik sinyal yolagi karsilastirmali olarak
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incelenmistir. Bu incelemeler lokalize ve androjen-bagimli prostat kanseri
formunun, agresif ve androjen-bagimsiz evrelere ilerlemesinin diizenlenmesinde
gerekli olan onkogenik sinyal iletim yolaklar1 oldugunu gostermistir (8,36,37). Ek
olarak, stromal-epitel hiicrelerindeki genetik degisimler yetigkinlerde prostat
homeostazisini degistirebilmektedir. Bu degisimler, prostatik diiz kaslarin
farklilagmasina, PIN (prostatic intraepithelial neoplasia)’lerin diisikk dereceden
yiiksek dereceye gecisine ve prostat kanseri gelisimi siiresince vaskiiler endotelial

ve epitel hiicrelerinde artan bir cogalmaya onciiliik eder (38, 39).

Normal prostat bez epitelinden malign transformasyona neden olan farkli
evrelerle iligkili bir ¢cok genetik degisim vardir. Prostat kanserinde farkli olarak

eksprese olan bu genler;

Ekspresyonunda artma olan genler: bilylime faktor reseptorleri (c-erbBl
(EGFR), c-erbB2 (HER-2/neu), c-erbB3(HER-3), PTCH receptor, IGF-1R,
FGFR, VEGFR), biiyiime faktorleri (EGF, TGF-a, HB-EGF, amphiregulin, HRG,
Whats, IGF-1, IGF-2, FGFs,HGF, IL-6, VEGF), sinyal iletim elemanlar1 (GLI-1,
cyclin D1, telomerase, c-Myc, caveolin-1, Bcl-2, survivin,clusterin, syndecan-1,
NF-«B, ILK, b-catenin, PKCe, HDAC1, COX-2, MMP-2, MUCI1, MUCIS,
S100P, FKBP51).

Ekspreyonunda azalma olan genler: p53, PTEN/MMAC, E-catherin,

prostasin olarak siralanabilir (18).

2. 5. 1. Hormonal sinyal iletim yolaklari

Prostat bezinde biiyiime ve homeostazin korunmasi hormon bagimlidir.
Testosteron ve dehidroepiandrosteron erkeklerde esas olarak dolasan, testislerde
ve adrenal bezde bol miktarda iiretilen androjenlerdir. Genel olarak, ilerleyen
yasla beraber serumda testosteron orani diiserken, E2’yi iceren Ostrojen diizeyi
prostat sivisinda lokal olarak artmaktadir (18,40). Aslinda, androjenlerle iliskili
olarak Ostrojen oranindaki artig displazi ve prostat karsinogenezinin bagalamasina

aracilik edebilecek 6nemli bir faktordiir.
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2. 5. 1. 1. Androjenik sinyal iletim yolagi

Androjen reseptorii niikleer reseptor siiper ailesinin bir tiyesidir ve ligandla
aktive edilen bir transkripsiyon faktorii olarak hareket eder. Boylece, prostatin
normal ve neoplastik gelisimi i¢in Onemli sinyal iletim elementleri olan cesitli
mitotik gen iriinlerinin ekspresyonu tesvik edilir (41). Androjenlerle AR
(Androjen Reseptorii) sinyal iletiminin aktivasyonu c¢esitli genlerin artan
ekspresyonlarina neden olabilir (PSA, c-fos, Drg-1 ve caveolin-1). Bunun yam
sira AR aktivasyonu hiicre biiyiimesinde gerekli olan farkli intraseliiler yolaklarin
uyarilmasina, degismemis hiicrelerin ve prostatik tiimor hiicrelerinin canliliklarini

saglayacak yolaklarin da uyarilmalarina onciilitk edebilir (42).

2. 5. 1. 2. Ostrojen sinyal iletim yolag

Ostrojenlerin prostat kanserinin baslamasi ve gelisiminde 6nemli oldugu
kadar eriskin prostat homeostazisinin korunmasinda da 6nemli bir fonksiyonu
olduguna dair kamitlar vardir. Yaslanan erkeklerde, prostat kanseri genellikle

azalan androjen diizeyleri ile birlikte strojen-baskin olan ¢evrede olusur (40).

2. 5. 2. Biiyiime faktorii sinyal iletim yolaklari
2. 5. 2. 1. Sitokin sinyal iletim yolag:

Prostat kanserli hastalarin serumlarinda cesitli  sitokinlerin artan
diizeylerinin daha malign prostat kanseri formlarinin gelisimi ile ilgili oldugu
goziikmektedir. IL-6 diizeylerinin HRPC’li hasta serum ve dokularinda yiiksek
oldugu tespit edilmistir. IL-6’nin AR aktivitesini artirdig1 diisiiniilmektedir (43).
Prostat kanseri hasta serumlarinda artan seviyelerde bulunan bir diger sitokinler,
TGF-f ailesi iiyeleridir (44). Gelismis prostatik karsinomlarda prostat kanser
hiicrelerinin  TGF-f1 ve TGF-B2’nin biiyiimeyi engelleyen etkilerine karsi

duyarsiz oldugu belirlenmistir. Bu sitokinler diger biiylime faktorleri ile
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baglantilara katilarak androjen-bagimsiz prostat kanseri hiicrelerine daha malign
fenotiplerin kazanimini sagliyor gibi goziikkmektedirler. Bu kismen TGF-f tip I
reseptorii ve/veya TGF-B tip II reseprotiiniin promotorunun metilasyonu

sonucunda sesizlestirilmesinden kaynaklanir (18).

2. 5. 2. 2. Noropeptid sinyal iletim yolaklar:

Bombesin, norotensin, serotonin, endotelin, kalsitonin, bradikinin,
lizofosfatidik asid (LPA)’i iceren bir ¢ok noropeptid G proteinleri-bagh
reseptorler lizerinden etkilerini goOsterirler, ve ayrica prostat kanseri hiicrelerinin
NE farkhilagmasi, ¢ogalmasi, go¢ etmesi ve metastazinda gerekli tiimorigenik

genlerin aktivasyonuna katilmaktadirlar (45).

2. 5. 2. 3. EGFR ailesi iiyesi yolag:

EGFR (ErbB1) ve ligandlarinin (EGF, TGF-a, HB-EGF ve amfiregulin)
artan ekspresyonlarinin prostat kanseri malignansilerinin yiiksek dereceleri ile
iligkili oldugu belirlenmistir (46). Ligandlar araciliiyla EGFR aktivasyonunun
lokalize prostat kanserinin daha metastatik evrelere ilerleyisine aracilik ettigi
diisiiniilmektedir. Aktive edilen EGFR farkli mitotik yolaklarin uyarilmasina
neden olabilmektedir. Bu yolaklar, Shc, MAPK, PI3K/Akt, NF-xB ve fosfolipaz
Cy(PCy) sinyal iletim yolaklarini icermektedir, ki bu yolaklar prostat kanseri
hiicrelerinin cogalmalarinin, devamliliklarinin, hareketliliklerinin ve

yayilimlarinin uyarilmasina katkida bulunurlar (47).

2. 5. 2. 4. Hedgehog sinyal iletim yolag:

Normal prostat dokusu ile karsilastirildiginda prostat tiimor hiicrelerinde
Hedgehog sinyal iletim bilesenlerinin ekpresyonlarimin arttifi gézlenmistir.
Ozellikle, Sonik Hedgehog ligandmin (SHH) prostat kanseri hiicrelerinde artan

ekspresyonu diizeyinin GLI-1 transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonuna yol
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acmaktadir. Bu ise, prostat kanseri hiicrelerinin biiylimelerine katkida bulunan
siklin D1 ve c-Myc gibi cesitli tiimorigenik genlerin ekspresyonu ile

sonuglanmaktadir (37).

2. 5. 2. 5. Wnt sinyal iletim yolaklari

Cesitli insan solid tiimorlerinde canonical Wnt sinyal iletiminin katilimina
dair kanitlara uymulu olarak , anormal Wnt sinyal iletiminin prostat kanseri
gelisimi ve ilerleyisinde de etkili olabilecegi iizerine kanitlara da isaret edilmistir
(8). Canonical Wnt/B-katenin sinyal iletim yolaginin anormal aktivasyonunun
daha malign evrelerde oldugu gibi erken evrelerde de prostat kanseri ilerleyisine
katkida bulundugu gosterilmistir. Bircok Wnt ligandinin prostatik stromal
hiicrelerinde, androjen-bagimli ve bagimsiz prostat kanseri hiicre hatlarinda ve

tiimoral dokularda anlamh diizeylerde eksprese olduklari belirlenmistir (18).

Wnt’'ler embriyonik gelisim siiresince hiicre biiylimesi, hareketliligi ve
farklilagmasim diizenleyen parakrin seklinde salgilanan glikoproteinlerdir (48).
Whnt siyal yolagi ¢ogunlukla, APC, axin ve onun homologu olan axin2/conductin
ve P-katenin’deki mutasyonlar yoluyla cesitli tomor tiplerinin (akciger kanseri,
kolorektal kanseri, hepatoseliiler karsinoma, melanoma, medulloblastoma, over
endometrial adenokarsinomalar, Ozafagial squamoz hiicre karsinomasi gibi)

gelisimine katkida bulunmaktadir (3, 49, 50).

Wnt-1 orjinal olarak int-1 olarak adlandirilmis ve ilk olarak farelerde
meme timor gelisiminde tamimlanmis bir gendir. Daha sonra ise, bu genin
homologu Drosophila’da wingless olarak adlandirilmig ve bu iki ismin
kombinasyonu sonucunda Wnt terimi olusmustur. Insanlarda saptanmis olan 19

tane wnt proteini vardir ve ortalama 40 kDa molekiiler agirhigina sahiptirler (51).

Wnt’lerin hiicre yiizey reseptorleri Frizzled ailesine aittir ve yapisal olarak
G-proteini-bagl reseptorler olarak toplanirlar, ve bazilar1 G proteinleri ve inozitol

fosfolipid yolag: iizerinden sinyal iletebilirler. Baglica sinyal iletimi, G proteini
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bagimsiz yolaktan gerceklesir, ki bunun i¢cin Dishevelled adi verilen sitoplazmik

sinyal iletimi proteinine gereksinim vardir.

En iyi sekilde karakterize edilmis Dishevelled-bagimli yolaklar, B-katenin
isimli multifonksiyonal proteinin proteolizizinin diizenlenmesiyle etkilidirler. (-
katenin, hiicre-hiicre adezyonunda ve gizli bir regiilator proteini olarak islev
goriir. Wnt'ler bu yolagi Frizzled proteini ve ko-reseptdr proteine baglanarak
aktive ederler. Ko-reseptor proteini “low density lipoprotein(LDL)” ile iliskilidir
ve bu yiizden “LDL-reseptor-iligkili protein (LRP)” olarak adlandirilir. Frizzled
ve LRP’nin Dishevelled’i nasil aktive ettigi heniiz a¢ik degildir (52).

Multiprotein B-katenin degradasyon kompleksi olarak adlandirilan
kompleks, axin/conductin, GSK3p, APC, p-katenin, kazein kinazlo/e, ve
diversin’den olusur ve B-kateninin stabilitesinin kontrolii i¢in 6nemli rol oynar.
Bu kompleksin ana fonksiyonu B-katenini fosforile etmek ve bdyelece, onun
ubiquitinasyonunu baslatmak ve sonunda proteozomlarda degradasyonunu

saglamaktir (3,8,53).

Bir Wnt proteini Frizzled ve LRP’ye baglandigi zaman, B-katenin
fosforilasyonu ve degradasyonunun inhibe edilmesine yol acar. Mekanizmada
Dishevelled ve buna baglanan bir ¢ok sinyal iletim proteinine gereksinim oldugu
bilinmektedir. Serin/treonin kinaz GSK3p ( glikojen sentaz kinaz 3) Wnnt
yolaginda bir ¢ok proteine baglanir ve fosforile eder. GSK3p tarafindan 33,37 ve
41. bolgede B-katenin fosforilasyonu E3 ligaz B-TrCP’nin -katenini tanimasi i¢in
kritiktir, bu sayede B-katenin ubiquitinasyonu ve proteozomlarda degradasyonuna
onciilik etmis olur (54,55). Ek olarak, GSK3B APC ve axin’i de fosforile
etmektedir (56). Degradasyon kompleksi bilesenlerinin defosforilasyonu sadece -
katenin ubiquitingsyonunu inhibe etmekle kalmaz ayrica B-katenin’in axin ve
APC’ye olan ilgisini de diisiiriir, boylece B-katenin kompleksten ayrilir (57).
Sonug¢ olarak, fosforile olamamis PB-katenin sitoplazma ve niikeusta birikir.
Niikleusta, Wnt sinyal iletimi i¢in hedef genler normalde sessiz durumda tutulur,
bu ise gen diizenleyici proteinleirin baskilayici bir kompleksi yoluyla gerceklesir.

Bu diizenleyici proteinler, korepresor protein olan Groucho’ya baglanan LEF-
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I/TCF ailesidir. Wnt sinyali nedenli degrade olmamis B-katenin’deki artig, B-
katenin’nin niikleus i¢ine girmesine ve LEF-1/TCF’e baglanmasina olanak saglar,
Groucho’yu yerinden ederek. Boylece, B-katenin artik bir koaktivator olarak

gorev alir, Wnt hedef genlerinin transkripsiyonunu indiikler (52).

Wnt yolagi hedef genleri arasinda, ilk tamimlanan hedef genler, bir
protoonkogen olan c-myc, ve cyclin-bagimh kinaz aktivatorii olan cycD1 dir.
Bunlarin disinda, c-jun ve fra-1 protoonkogenleri, survivin, VEGF (vascular
endothelial growth factor)-pro-anjiogenik protein, WISP-1 (Wnt-1-induced
secreted protein 1)-bag doku bilylime faktorii ailesi iiyesi, BMP-4, gastrin,
reseptor trozin kinaz c-met, HGF/scatter factor, matrilysin/MMP7 ve MMP-26
gibi ekstraseliiller matriksi degrade eden proteazlar, hiicre adezyon molekiilleri,

ITF-2AF17, PML ve Axin2 hedef genler arsindadir (3,50).

2. 6. Axin2 Gen Yapisi, Fonksiyonu ve Kanser Gelisimindeki Rolii

Axin ilk Once farede tamimmlanmis ve “fused” ya da’fu” olarak
adlandirilmig bir gen iirtintidiir, daha sonra ise Axin (Aksis inhibisyon proteini)
olarak yeniden isimlendirilmistir (49,50,58,59). Axin embriyonik gelisim
stiresince axis olusumunun kontroliinde kritik bir role sahiptir. Wnt sinyal iletimi
aktivitesi, omurgalilarda dorsal-ventral duplikasyonu belirler ve axin bu sinyal
iletim yolaginda negatif diizenleyici olarak gorev yapmaktadir. Axin'in, Wnt
sinyal iletim yolaginin negatif diizenleyicisi olmasi diigiincesinden yola ¢ikilarak
yapilan calismalarda bir tiimor baskilayici gen oldugu ortaya konulmus ve en az
tic farkli sinyal olusum yolaginda gorev aldigi belirlenmistir, SAPK (Stress-
activated protein kinase), TGFp (transforming growth factor ), ve Wnt sinyal

iletim yolaklar (Sekil 2.2.) (50).
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Sekil 2.2. Axin proteininin gorev aldig1 sinyal iletim yolaklari

Axin gen ailesinin cesitli tiirlerde varlign gosterilmistir. Axinl (basit olarak
axin) ve Axin2 (Axil ya da conductin) niikleotit diizeyinde %45°lik bir benzerlik
gosterirler ve kodladiklar1 proteinler fonksiyonel olarak benzer goéziikmektedir.

Axin geni insan, rat, fare, tavuk, ve Xenopus’da korunmus bir gendir (60).

Axinl geninin insan homologu kromozom 16pl13.3’de haritalanmigtir.
Fare embriyogenezi siiresince devamli olarak eksprese olan Axin/ [-katenin
degradasyon kompleksinin esas olarak eksprese olan bilesenidir ve diisiik
diizeylerdeki wnt sinyal iletimi aktivitesinin korunmasinda esastir. Axin/’in 862
amino asitlik polipeptidi kodlayan “a” ve 826 amino asitlik polipeptidi kodlayan

“b” izoformu olmak iizere iki izoformu vardir (50).
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Sinirh bigimde eksprese olan Axin2 -katenin ile olan etkilesimi nedeniyle
tanimlanmistir (61,62). Axin2 artan B-katenin konsantrasyonlarina yanit olarak
artan diizeyde eksprese edilir ve Wnt sinyalinin siiresini ve siddetini sinirlayici
olarak iy gormektedir. Molekiiler caligmalar, Axin2 geni’nin insanlarda
kromozom 17q23-24’de yer aldigini, cDNA’simin 2529 b¢ okuma cergevesi
icerdigini ve toplam 10 ekzona sahip olan 843 amino asitlik bir proteini
kodladigim1 gostermistir. Ayrica insan Axin2, rat ve fare homologlan ile
kargilastirlldiginda %89’luk bir amino asid benzerligi gosterir (Sekil 2.3)
(50,61,63).

Ekzon 6 kesilip cikartilir (izoform b)

Y
 — z
eeon || | Exonl |B|Exd [Exda| B [Ee| e e8| B0 [ Exi0] Ij
o | 81— 200 327 413 476 78 s 48
Al
e | ARC GSK3 B Cafenin DVL
| Amino asit(aa): |
izoforma |l 843
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Sekil 2.3. Axin2 gen yapist

Axin2 proteini B-katenin degradasyonu i¢in gerekli olan bilesenler i¢in
baglanma domainleri igerir. APC’ye baglanan 81-200 amino asitleri arasinda
bulunan N-terminal “G-proteini sinyal iletimi”(RGS)-domaini, proteinin ortasinda
strast ile 327-413 ve 413-476. amino asitleri arasinda yer alan GSK3p ve f-
katenin icin ayr1 baglanma domainleri, ve bir dishevelled’in axin dimerizasyonuna
aracilik eden bir boliimiine baglanan ve 761-843 amino asitleri arasinda bulunan
C-terminal (DIX) domaini igerir. Molekiiler diizeyde axin/conductin B-katenin’in
fosforilasyonunda ihtiya¢ duyulan tiim bilesenleri birbirine yaklastiran bir

skaffold protein gibi gorev yapar (64,65).
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Axin2 genindeki degisimler farkli tiimor tiplerinde belirlenmistir ve
mutasyonlarin  ¢ogu ise APC ve [-katenin baglanma domainlerinde yer
almaktadir. Ayrica, kolon, yumurtalik, endometrioid, adenoarsinoma, ve HCC
hiicre hatlarinda axin sekans degisimleri bulunmustur ve bir cok calisma cesitli
tiimor tiplerinde axin’in rol aldigin1 gostermistir. Meme kanseri, ndroblastoma ve
diger tiimorlerde kromozom 17q24’de axin2 geninin yer aldigi bolgede
heterozigozite kayb1 gozlenmistir. Insan Axin2 bu nedenle, coklu tiimér tiplerinde

gerekli olan ¢ok giiclii bir adaydir (50,61).

2. 7. Polimorfizmin Tamim ve Genetik Polimorfizmin Saptanmasinda

Kullanilan Yontemler

Poli ve morfizmos sozciiklerinden olusan polimorfizm, eski Yunanca’da

“cok sekillilik” anlam tagiyan bir kelimedir.

Genetik polimorfizm, bir populasyonda farkli allellere bagli, genetik

olarak belirlenmis iki veya daha cok alternatif fenotipin goriilmesidir.

Populasyon genetikg¢ilerine gore bir gen lokusu, nadir allellerin en az %1
frekansina sahip olduklar1 ve sonucta bu alleller i¢in heterezigotlar en az %2
oraninda goriildiikleri takdirde polimorfik olarak tamimlanirlar. Populasyon
genetigi acisindan belli bir frekansa gereksinim olmasina karsin, molekiiler
biyoloji a¢isindan, frekansin énemi olmayip, bir ailede dahi goriilen varyant

polimorfik adim almaktadir.

Polimorfizmler, tiirlerin  bulunduklar1  ortama  adaptasyonlarini

kolaylastirarak, evrimsel siirecte ayakta kalabilmelerine olanak verir.

Polimorfizm, tiim birey diizeyinde (fenotip), proteinlerin ve kan grubu
bilesiklerinin varyant formlarinda (biyokimyasal polimorfizm), kromozomlarin
morfolojik ©zelliklerinde (kromozomal polimorfizm) veya DNA diizeyinde

niikleotid farkliliklar1 (DNA polimorfizmi) seklinde goriilebilir.

Genetik polimorfizmlerin belirlenmesinde PCR, RFLP, VNTR (variable

number of tandem repeats), SSCP (single stranded conformational polimorphism)
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laboratuar yontemleri kullanilmaktadir. Polimorfizm c¢alismalarinda elde edilen
bulgular, hastaliklara yatkinligin belirlenmesinde ve tedavinin yonlendirilmesinde

onem tagimaktadir (66).

2.7. 1. SNP (Single Nucletide Polymorphism)

SNP’ler yaygin olarak bir tiirlin iiyeleri arasinda genomdaki tek bir
niikleotit farkli oldugu zaman ortaya c¢ikan DNA dizisi varyasyonu olarak
adlandirilir. SNP’lerin ¢ogu, tek bir niikleotidin bir bagka niikleotidle yer
degistirmesi seklindedir; ancak tek bir niikleotidin insersiyonu ya da delesyonu

seklinde de olabilmektedir(67,68).

Polimorfizmler populasyonda en az %1 sikliktan daha az yaygin bir
varyantin oldugu bolge olarakta da siklikla tanimlanirlar. Bu varyantlar diisiik
siklikta olmasina karsin bazi durumlarda cok Snemlidirler. Bazi SNP alleleri,
dogrudan bir hastaliga katkisi olan gen fonksiyonu veya diizenlenmesinde
farkliliga yol acan DNA dizi varyantlaridir. Farkl tipteki SNP’ler, bir proteinin
fonksiyonu veya regiilasyonu ve ekspresyonunu degistirebilir. En yaygin tipi
sinonim olmayan (nonsynonymous) SNP’ler dir. Bu tipteki allelerde protein
iriiniindeki amino asid farklidirr Bazi SNP’ler splays bolgesindeki
polimorfizmlerdir ve ekzon icerikleri farkli varyant proteinlerle sonug¢lanir. Bazi
SNP’ler ise promotor bolgesindedir ve proteinin regiilasyonunu ve
ekspresyonunu etkilemektedir (68). SNP’lerin ortaya cikisi, yeni bir restriksiyon
bolgesinin sekillenmesine ya da var olan bir restriksiyon bolgesinin kaybolmasina

neden olabilir.

2.7. 2. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Giinlimiizde canlilarin genetik yapilarinin ¢6ziilmesi, genlerin yerlerinin ve
iglevselliklerinin anlasilmasi, iligkilerinin belirlenmesi calismalar tiim hiziyla

devam etmektedir.
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1985 yilinda Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki isimli
arastiricilar tarafindan gelistirilen PCR yontemi yaygin olarak tibbi ve biyolojik
arastirma laboratuvarlarinda kalitsal hastaliklarin tanisi, genetik parmak izlerinin
tanimlanmasi, bulasici hastaliklarin teshisi, genlerin klonlanmasi, babalik testi ve

DNA hesaplamasi gibi degisik konularda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Hiicrelerden armdirilmis bu yontem, DNA molekiilleri birliginde 6zgiil
hedef DNA dizilerinin dogrudan cogaltilmasina dayanir ve bunun igin yok
denecek kadar az miktardaki DNA bile yeterlidir. Belirli bir hedef DNA
bolgesinin  cogaltilabilmesi i¢in, bu bdolgenin niikleotit dizilerinin bilinmesi
gerekmektedir. Bu bilgi, PCR'da primer olarak kullanilan oligoniikleotidlerin

hazirlanmasi i¢in gereklidir.

PCR, tek iplikli DNA'yr kalip alan ve deoksiriboniikleotitleri substrat
olarak kullanan, 1siya dayanikli bir DNA polimeraz (Tag polimeraz-Thermus
aquaticus'dan elde edilen) enzimi ile gerceklestirilir. 7ag polimeraz, diger DNA
polimeraz enzimleri gibi 5'—3' yOniinde sentez yapar ve dolayisiyla senteze
baslayabilmesi icin serbest 3'-OH grubuna gereksinim duyar. Bu serbest 3'-OH
grubunu saglayan PCR reaksiyonu bileseni ise olioniikleotitler, yani primerlerdir.
Kisaca ifade edilirse, kalip DNA, Tag polimeraz, deoksiriboniikleotitler ve
oligoniikleotitlerin bulundugu bir karisim, uygun kosullar saglandiginda,
primerler kalip DNA iizerinde kendilerine komplemente bolgelerle esleserek,
sentezi baglatic1 gorev yaparlar. Enzim DNA ipligini sentezlerken verimli
caligsabilmesi icin en uygun kosullarin saglanmasi gerekir ve bu kosullar tampon

bir ¢ozelti ile gerceklestirilir.

PCR reaksiyonu ii¢ basamakta gerceklesir ve cogaltilmig iiriiniin miktari,
teorik olarak, bu iic basamagin tekrar sayisina baghdir. Ilk adimda, ¢ogaltilacak
DNA denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir (denatiirasyon). Bu asama
genellikle 90-95°C de gergeklesir. ikinci adimda, sicaklik 50-70°C arasinda bir
degere disiiriiliir ve primerlerin tek zincirli hale getirilmis DNA'ya baglanmasi
saglanir (annealing). Bu sicaklik degerleri primerden primere degismektedir. Ve

polimerazin zinciri uzatmasi olan son asama 70-75°C arasinda gerceklestirilir
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(extension). Bu ardil ii¢ adim bir dongii olarak ifade edilir. PCR bir zincir
reaksiyonudur, ciinkii; yeni DNA zincirlerinin sayisi her dongiide iki katma cikar
ve yeni zincirler her bir dongiide kalip gorevi goriirler. Her bir dongi sonunda
geometrik olarak artan DNA miktari, yirmibes-otuz dongii sonunda yaklasik 10°
olur. Islem thermocycler (1s1 dongiiciisii) denilen makinelerde, 6nceden dongii

say1s1 ve sicakliklar belirlenen programlarla, otomatik olarak gerceklestirilir.

Cok genis kullanim alam1 olan PCR modern genetikte ¢ok yonlii

kullanilabilen teknikler arasindadir (69,70).

2. 7. 3. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimlerinin dogal biyolojik fonksiyonu,
bakteriyel savunma mekanizmasinda oynadiklar1 roldiir. Bakteriye giren yabanci
DNA’lan parcalayip onlarin aktivitelerini kisitlayan (restriksiyon) bu enzimler,
intraseliiler bakteriyel patojenleri inaktive edebilmekte ve bakteriyi viriislerden,
yabanci DNA’lardan korumaktadirlar. 1965’de Werner Arber, bakterinin kendi
endoniikleazlarindan kendi DNA’sim1  korumak i¢in metilledigini ortaya
cikarmistir. Bakteri bu olayr restriksiyon enzimlerin tamdigr niikleotid

dizilerindeki bazi bazlara metil gruplar ekleyerek basarmaktadir.

Restriksiyon endoniikleazlar DNA dizilerini 6giil olarak tanmiyan ve bu
dizilimlerden yakin bolgelerden veya bu dizilimler i¢indeki spesifik bolgelerden
DNA’y1 kesen yapilardir. Giiniimiizde 300’e yakin farklit DNA dizilimini taniyan
yaklagik 3000°den fazla RE varligindan s6z edilmektedir. RE enzimlerinin ¢ok
biiyiik bir kismi bakterilerden, ¢ok az bir kismi da viriis ve Okaryotlardan izole

edilmistir.

1970’1i yilardan sonra restriksiyon endoniikleaz kullanimina bagli olarak
rekombinant teknolojisi hizla gelismis ve bu gelisme segilen bir genin
cogaltilmasin, genin kodladigi proteinin iretilmesini, genin diziliminin
belirlenmesini vb. miimkiin hale getirmistir. bu teknolijideki merkezi konumu

nedeniyle, RE enzimleri 0zellikle klonlama c¢alismalarinda  siklikla
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kullanilmaktadir. Rekombinant DNA elde edilmesinin yani sira, DNA haritasi
cikarilmasi, polimorfizmlerin belirlenmesi, problarin hazirlanmasit ve DNA
modifikasyon durumlarinin analizi, restriksiyon endoniikleazlarin kullanim

alanlanidir (71,72).

RE’lar; metilaz aktivitelerine, alt {inite yapilarina, kesim 6zgiilliiklerine ve
kofaktor ihtiyacalrina gore simiflandirlmislardir (tip I, tip II, tip III, homing
endoniikleazlar ve nicking endoniikleazlar). Tip II restriksiyon endoniikleazlar
genellikle 4, 5 veya 6 baz cifti (b¢) uzunlugunda olan 6zgiil bir niikleotid dizisini
tanir ve bu dizilerdeki metillenmemis cift-zincirli DNA molekiiliinii keserler ve

izole edilen RE’larin biiyiik bir kism1 bu gruptadir (71-73).

RFLP, bir restriksiyon endoniikleaz ile DNA’nin kesilmesi iizerine
dayandirilmis bir yontemdir. Insan genomu boyunca, her 200 niikleotitte 1 dizi
farkliligr goriiliir. Bu 6zel bolgelerdeki niikleotit degisiklikleri, tek bir niikleotit
ciftinde degisiklik, bir ya da birden fazla niikleotit ¢iftini ¢ikarilmas1 (delesyon),
veya araya sokulmasi (insersiyon) seklinde goriiliir ve bir restriksiyon enziminin
kesim noktasini ortadan kaldirabilir ya da yeni bir kesim noktasi yaratabilir.
RE’lar DNA molekiilii iizerindeki 6zel bir bolgeyi taniyarak keserler ve fragment
denilen kisa niikleotit dizilerini olustururlar. Bir sekilde yaratilan bir restriksiyon
bolgesi ya da baska bir deyisle enzimin tanima dizisinde birkag niikleotit degisim
varsa, farkli kaynaklardan alinan DNA, baz1 restriksiyon enzimlerle kesildiginde
farkli uzunlukta DNA fragmentleri olusur. Bu par¢a uzunluklarindaki farkliliklar,
Restriksiyon Fragment uzunluk (Length) Polimorfizmi olarak adlandirilir.
Herhangi bir bireyin tasidigr allel tipi, restriksiyon kesim bolgesindeki
degisiklikler (polimorfizm) bu yoOntemle belirlenebilir. Elde edilen DNA
parcalariin kontrolii, restriksiyon kesimini takiben jel elktroforezi uygulamas,
ayrigtirtlan DNA parcgalarinin DNA baglayan bir membrana transferi ve uygun bir

probla hibridizasyonu ile saptanabilir (74).
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2.8. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA molekiiliiniin analizinde ¢ok cesitli yontemler kullanilmakla beraber,
tim laboratuvarlarda rutin olarak yararlanilan en basit yontemlerden biri jel
elektroforezidir., DNA’nmin elektroforetik analizinin temeli, bu molekiiliin
elektriksel bir alanda, jel lizerindeki gogiine dayanir. Bu go¢ hizi molekiiliin
biiyiikliigline , yapisina, jelde kullanilan maddenin konsantrasyonuna, iyonik
kuvvete ve uygulanan akima bagl olarak degismektedir. Jel elektroforezinde
kullanilan matriks (destekleyici madde) nisasta, poliakrilamid, agaroz ya da

agaroz-akrilamid karisimi olabilir.

Agaroz jel elektroforezi, biyokimya ve molekiiler biyolojide DNA, RNA
ve protein molekiillerini biiyiikliiklerine gore ayirmada kullanilan bir metoddur.
Negatif yiiklii niikleik asid molekiillerinin bir agaroz matriks boyunca hareketi

elektriksel bir alanla basarilmaktadir.

Agaroz, bir kirmiz1 alg tiirii olan Agar agar’dan izole edilen dogrusal bir
polisakkariddir. Agaroz uygun tamponda ¢oziiniir, 1sitilir ve sogutuldugu zaman
polimerlesir ve polimerde karsilikli hidrojen baglar1 olusumu ile jel yapisi olusur.
Bu olay geri doniistimliidiir. Agaroz konsantrasyonu degistirilerek jelin por ¢api
ayarlanabilir. Kiiciik DNA fragmentleri i¢in yiiksek, bityiik DNA fargmentleri i¢in
diisiik agaroz konsantrasyonu kullanilarak DNA’nin jelde en uygun sekilde

yiirlimesi saglanabilir.

DNA’nin jelde goriiniir hale gelebilmesi floresan bir boya olan etidyum
bromiiriin DNA baglar arasina baglanarak 300-360 nm’de 15181 absorblamasi

sonucu floresan etki gostermesi ile gerceklestirilir (75).
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3. GEREC VE YONTEM

3. 1. Kullamlan Cihazlar

e Masaiistii Makro Santrifiij (Mistral 1000 MSE)

e Hassas Tart1 (Denver Instrumen Company)

e Manyetik Karistiric1 (BIBBY Stuart)

e Vorteks (Clifton Cyclone)

e pH Metre (Metle Toledo MP 2200)

e Mikrodalga firin1 (BEKO MD 1500)

e Mikropipetler -10ul, 20ul, 200ul ve 1000ul- (Gilson)
¢ Fanli Ekonomik Inkiibator (Gallenkamp)

e Thermal Cycler (Gen Amplifikasyon PCR sistem 9700 Applied

Biosystems)
e Elektroforez Gii¢ Kaynagi (EC 1000-90)
e Elektroforez Tanki (Whatman Biometra)

e Jel Goriintiilleme (Vilber Lourmat Photodocumentation and Video

Graphic Printer UP-895CE)

e UV Transilluminator (UVP)
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. 2. Kimyasal Maddeler

Tris bazi1 (Sigma)

Asetik asit (E-Merck)

EDTA (Sigma)

Primer sentezleri (Iontek)

dNTP karisimi (Fermentas)

MgCl, (Fermentas)

Tag DNA Polimeraz Tamponu (Fermentas)
Tag DNA Polimeraz (Fermentas)

Mph1103I Restriktsiyon Endoniikleaz (Fermentas)
Esp3I1 Restriktsiyon Endoniikleaz (Fermentas)
Mspl Restriktsiyon Endoniikleaz (Vivantis)
Tagql Restriktsiyon Endoniikleaz (Vivantis)
Agaroz (Sigma)

Formamid (Sigma)

Xylene Cyanol (Sigma)

Bromfenol Blue (Bio Basic Inc.)

Gene Ruler™ DNA Ladder Mix (Fermentas)

Gene Ruler™ 50 bp DNA Ladder (Fermentas)
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3. 3. Calisma Grubu

Calismamizda Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi’'ne bagvuran herhangi bir kanser tanis1 konmamis,
radyoterapi veya kemoterapi almamis, PSA degeri (ng/ml) 4.5+£0.5 olan, Tiirk
anne ve babadan dogmus 90 erkek birey kontrol grubunu olustururken, calisma
grubu daha 6nce yapilmis olan projeler kapsaminda, Cumhuriyet Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Uroloji Klinigine bagvuran prostat
kanseri tanis1 konan ve tedaviye basglanilmamis, PSA degeri (ng/ml) 30.6£11.2

olan Tiirk anne ve babadan dogmus 84 erkek hastadan olusturuldu.

3. 4. Orneklerin Alinmasi

Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Uroloji Klinigine bagvuran prostat kanseri tanis1 konan hasta ve kontrol
grubunu olusturan bireylere yapilacak calisma hakkinda gereken agiklamalar
yapilmus, izin belgesini imzalamalar1 saglanmistir. Ozgegmisleri hakkinda gerekli
bilgilerin bulundugu formlar1 doldurmalar1 saglandiktan sonra, 4 ml ven6z kan

sitrat iceren steril tiiplere konulmustur.

3. 5. DNA izolasyonu

Yapilmis projeler kapsaminda 84 hasta ve 90 kontrol grubunun DNA’lar1
daha 6nceden “Yiiksek Tuz Konsantrasyonuyla DNA Izolasyonu” yontemiyle izole

edilmistir (76).

3.6. Genotipleme

Axin-2 gen polimorfizmi i¢in PCR-RFLP yontemi kullamildi. PCR
yonteminde Ekzon 1 ve Ekzon 5 amplifikasyonu icin kullanilan primer dizileri

Tablo 3.1.de verilmektedir.
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Tablo 3.1. Ekzonl ve Ekzon5 amplifikasyonu i¢in kullanilan primer dizileri

Ekzon1, 148C>T polimorfizmi icin;
Forward (ileri) Primer: 5’-CCACGCCGATTGCTGAGAGG-3’
Revers (geri) Primer: 5’-TTCCGCCTGGTGTTGGAAGAGACAT-3’

Ekzon1, 432T>C polimorfizmi icin;
Forward (ileri) Primer: 5’- CCTGGAGAGGGAGAAATGC-3’
Revers (geri) Primer: 5°- CATCACCGACTGGATCTCG-3’

EkzonS, 1365A>G polimorfizmi igin;
Forward (ileri) Primer: 5’- ACGTCTTCCCTTTCAGGATG-3’
Revers (geri) Primer: 5’-GGTACTGCGAATGGTGGTG-3’

Ekzon5, 1386C>T polimorfizmi i¢in;
Forward (ileri) Primer: 5’- TGCGTAGGGAGCCGAATGTTG-3’
Revers (geri) Primer: 5’-GTGGTCCGGGGAGCGGGATC-3’

Tablo 3.2.°de gosterildigi oranlarda hazirlanan karigimdan 24,5 pl alinarak
etiketlenmis 0,2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplere paylastirildi. Izole edilmis DNA
orneklerinden 0,5 pl alinarak bu karigimlara eklenip, amplifikasyon islemi igin
PCR cihazina yerlestirildi (toplam hacim: 25ul). Herbir ekzonun amplifikasyonu
icin kullanilan PCR programlarn Tablo 3.3’de verilmektedir. PCR cihaz1 asagida

belirtilen programa ayarlanarak PCR tepkimesi uygulandi.




Tablo 3. 2. PCR kosullari
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Soliisyonlar Konsantrasyon Miktar
Tag DNA polimeraz | 1X 2.5ul
tamponu

dNTP karisimi 2 mM 2.5 ul
MgCl, 25 mM 1.5l
Forward primeri 10 pmol 1 ul
Reverse primeri 10 pmol 1 pl
Tag DNA polimeraz 5 U/ul 0.5 ul
dH,O - 15.5 ul
DNA 50 ng/ul 0,5 ul

Tablo 3.3. Ekzonlve Ekzon5 polimorfizimleri i¢cin PCR Programi

Ayrilma (Denatiirasyon) 94 °C’de 3 dakika 1 dongii
94 °C’de 30 saniye
Ekzonl- 148C>T 63.2 °C’de 1 dakika
Primerlerin Ekzonl- 432T>C 50.9 °C’de 1 dakika | 40 dongii
baglanmasi
Ekzon5-1365A>G |55.6 °C’de 1 dakika
(Annaeling)

Ekzon5-1386C>T

63.2 °C’de 1 dakika

72 °C’de 1 dakika

Uzama (Extension)

72 °C’de 7 dakika

1 dongii
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Elde edilen her bir bolgenin PCR iriinleri, RFLP yontemi icin
kullanilmistir. Ekzonl 148C>T polimorfizminin genotiplemesi Mph11031
restriksiyon endoniikleaz, ekzonl 432T>C polimorfizminin genotiplemesi Esp31
restriksiyon endoniikleaz, ekzon5 1365A>G Mspl restriksiyon endoniikleaz ve
ekzon5 1386C>T Tagl restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile gerceklestirilmistir.
RFLP kosullari Tablo 3.4 ve her bir enzimin tamima bolgesi Tablo 3.5°de

verilmistir.

Tablo 3. 4. RFLP kosullari

PCR amplifikasyon {iiriinii 8,5 ul
Tampon soliisyonu 1 ul
Restriksiyon Endoniikleaz enzimi 0,5 ul

Tablo 3.4.’de verilen miktarlarla hazirlanan karisim etiketlenmis 0.2 ml’lik
mikrosantrifiij tiiplerine konulup 37 °C sicaklikta 3 saat bekletilerek DNA

parcalarimin kesilmesi saglandi.

Tablo 3.5. RFLP yonteminde kullanilan restriksiyon endoniikleazlarin

DNA iizerindeki tanima bolgeleri

5-ATGCAMT-3'

Mph11031 3-TACGT A-S

5“CGTCTCN)" -3

Esp31 3-G CAGAGN)"-5
5-CMCGG-3

Mspl 3'-G G CrC-5'
5-TAC G A-3'

Taql 3'-A G C T-5
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3. 7. Jel Elektroforezi:

PCR sonrasi elde edilen iiriinler %1.5, RFLP sonrasinda elde edilen

iriinler %2.5 yogunluktaki agaroz jel elektroforezinde kosturuldu.

3. 7. 1.Jelin Hazirlanmasi:

100 m!’lik jel tankinda %1,5 yogunlukta agaroz jeli hazirlamak icin 1,5 gr
agaroz ve %2,5 yogunlukta agaroz jeli hazirlamak i¢in 2,5 gr agaroz tartilarak
erlenmayer igine konuldu. Uzerlerine X50 yogunlukta olan TAE tamponundan
(Tris, Glasial asetik asit, EDTA) X1 (2 ml X50 yogunluktaki TAE tamponuna 98
ml bidistile su eklenerek hazirlanir) yogunlukta hazirlanan 100 ml TAE tamponu
kondu ve mikrodalga firininda 1sitilarak berraklasmasi saglandi. Berraklagan jelin
el yakmayacak 1stya diisiiriilmesi i¢in akan musluk altinda sogutuldu. Jel igerisine
10 pl etidium bromiir eklenerek boyanmasi saglandi ve 100 ml’lik agaroz jel
tankina dokiildii. DNA yiiklenecek kuyucuklarin olusturulmasi igin taraklar

yerlestirildi ve jelin soguyup polimerlesmesi beklendi.

3.7. 2. Jelde DNA’min kosturulmasi

5 ul PCR diiriiniine 1-2 pl yiikleme tamponu eklendi. Toplam karisim
kuyucuklara yiiklendi. DNA fragmentlerinin baz ¢ifti uzunluklarim karsilastirmak
icin 50 bg¢ (baz cifti) ve 100 bg¢’lik DNA belirtecleri kullamldi. DNA
belirteclerinden 1 pl alimp, X6’lik yiikleme tamponu ve 4 pl distile su ile
kanstirilarak kuyucuga yiiklendi. Yiiklenen PCR iiriileri 100 voltta 30 dakika,
restriksiyon endoniikleaz enzimi kesim {iriinleri ise 100 voltta 45 dakika

kosturuldu ve UV altinda goriintiilendi.
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3.8. istatistiksel Analiz

Calismamizda; hasta ve kontrol gruplarindaki bireylerin  yas
ortalamalarinin karsilastirilmasi icin Independent-Samples T testi, hasta ve
kontrol gruplari arasindaki sigara ve alkol kullanimi, aile Oykiisii ve genotip
frekanslarinin degerlendirilmesi igin ise y° testi kullanildi. Istatistiksel analiz,
SPSS 13.0 paket bilgisayar programi kullanilarak yapildi. Ayrica risk oranlari
(OR:0Odds Ratio) ve giivenlik araliklar1 (CI: %95 Confidense Interval) X2 testi
kullanilarak tespit edildi (77).

x> testi uygulamasinda degerlendirmenin saglikli yapilabilmesi igin,
degerlendirme gozlerine diisen beklenen deger sayisinin 5’den kiigiik olmamasi
gerekmektedir. Fakat calismamizda kaynak olarak gosterilen Jerrold H. Zar’a
gore, toplam birey sayis1 gozenek sayisina boliindiigiinde, her bir goz icin
beklenen degerlerin ortalama sayisi 6 olursa X2 analizi yapilabilmektedir.

Bulgularin degerlendirilmesinde bu agiklama goz oniinde tutulacaktir (78).
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4. BULGULAR

Caligmamizda prostat kanseri ve axin2 polimorfizmi arasindaki iligkinin
arastirilmasi icin prostat tanisi konmus 84 erkek birey hasta grubu ve 90 erkek

birey ise kontrol grubu olarak incelemeye alindi.

4.1. Axin2 Geni Ekzonl ve Ekzon5 Polimorfizmlerinin RFLP

Yontemi ile Degerlendirilmeleri

Axin2 geni 1. ekzonu 148C>T polimorfizminin belirlenmesi i¢in ilk once,
bolge polimeraz zincir reaksiyonu ile cogaltildi ve reaksiyon sonucunda 242
be’lik DNA dizisi elde edildi. Bu dizi genin 148. bazini icermektedir. Mph11031
restriksiyon endoniikleaz enzimine maruz birakildiginda 148. pozisyonda C
(sitozin) bazinin bulunmasi, bu bolgede Mphl11031 icin bir kesim bolgesi
olustururken, ayn1 pozisyonda T (timin) bazinin olmas1 sonucunda tanima bolgesi
olugsmamaktadir. Boylece enzimle kesim sonucunda homozigot CC alleli i¢in 218
ve 24 be’lik iki fragment, homozigot TT alleli i¢in 242 bg¢’lik tek bir fragment ve
heterozigot CT alleli i¢in ise 242, 218 ve 24 b¢’lik olmak iizere ii¢ fragment elde
edildi (Sekil 4.1).

250 bg
200 bg

150 bg
100 be

50 bg

Sekil 4.1. Ekzon1 148C>T polimorfizminin agaroz jeldeki goriintiisii

M1 ve M2: Marker (belirteg), Gene Ruler™ 50 bg (baz ¢ifti) DNA Ladder
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1 ve 2: PCR sonucu elde edilen 242 b¢ uzunlugundaki fragment

3 ve 4: PCR iiriiniiniin Mph1103I restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu

elde edilen homozigot CC alleli.

5 ve 6: PCR iiriiniiniin Mph1103I restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu

elde edilen heterozigot CT alleli.

7 ve 8: PCR (iiriiniiniin Mph1103I restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu

elde edilen homozigot TT alleli.

N: PCR reaksiyonunda kullanilan negatif kontrol.

Axin2 geni 1. ekzonu 432T>C polimorfizminin belirlenmesi i¢in ilk nce,
bolge polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildi ve reaksiyon sonucunda 253
b¢’lik DNA dizisi elde edildi. Bu dizi genin 432. bazim1 icermektedir. Esp3l
restriksiyon endoniikleaz enzimine maruz birakildiginda 432. pozisyonda T
(timin) bazinin bulunmasi, bu bolgede Esp3l icin bir kesim bolgesi
olusturmazken, aynmi pozisyonda C (sitozin) bazinin olmasi sonucunda bir tane
tanima bolgesi olusur. Boylece enzimle kesim sonucunda homozigot TT alleli i¢in
253 be’lik bir fragment, heterozigot TC alleli i¢in ise 253, 145 ve 108 b¢’lik
olmak iizere ii¢ fragment elde edildi (Sekil 4.2.).
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Vil i z ViZ 3 4 5 [

250 bg
200 be
150 bg

100 be

50 be

Sekil 4.2. Ekzon1 432T>C polimorfizminin agaroz jeldeki goriintiisii
M1 ve M2: Marker (belirteg), Gene Ruler™ 50 be (baz ¢ifti) DNA Ladder
1 ve 2: PCR sonucu elde edilen 253 b¢ uzunlugundaki fragment

3 ve 4: PCR iiriintintin Esp3I restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu elde

edilen homozigot TT alleli.

S ve 6: PCR iiriiniiniin Esp3I restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu elde

edilen heterozigot TC alleli.

Axin2 geni 5. ekzonu 1365A>G polimorfizminin belirlenmesi igin ilk
once, bolge polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildi ve reaksiyon sonucunda 248
be’lik DNA dizisi elde edildi. Bu dizi genin 1365. bazin1 igerir. Mspl restriksiyon
endoniikleaz enzimine maruz birakildiginda 1365. pozisyonda A (adenin) bazinin
bulunmasi, bu bolgede Mspl icin iki kesim bolgesi olustururken, ayni1 pozisyonda
G (guanin) bazinin olmast sonucunda ii¢ tane tanima bolgesi olusur. Boylece
enzimle kesim sonucunda homozigot GG alleli icin 100, 80, 36 ve 32 b¢’lik dort
fragment ve heterozigot AG alleli i¢in ise 116, 100, 80, 36 ve 32 b¢’lik olmak
iizere bes fragment elde edildi (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Ekzon5 1365A>G polimorfizminin agaroz jeldeki goriintiisii
M1 ve M2: Marker (belirteg), Gene Ruler™ 50 be (baz ¢ifti) DNA Ladder
1 ve 2: PCR sonucu elde edilen 248 b¢ uzunlugundaki fragment

3 ve 4: PCR iiriiniiniin Mspl restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu elde

edilen homozigot GG alleli.

5 ve 6: PCR iiriiniiniin Mspl restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu elde

edilen heterozigot AG alleli.

N: PCR reaksiyonunda kullanilan negatif kontrol.

Axin2 geni 5. ekzonu 1386C>T polimorfizminin belirlenmesi igin ilk
once, bolge polimeraz zincir reaksiyonu ile cogaltild1 ve reaksiyon sonucunda 294
b¢’lik DNA dizisi elde edildi. Bu dizi genin 1386. bazim icerir. Tagl restriksiyon
endoniikleaz enzimine maruz birakildiginda 1386. pozisyonda C (sitozin) bazinin
bulunmasi, bu bolgede Tagl i¢in bir kesim bolgesi olusturmazken, ayni
pozisyonda T (timin) bazinin olmasi sonucunda bir tane tanima bolgesi olusur.
Boylece enzimle kesim sonucunda homozigot CC alleli icin 294 bg¢’lik bir

fragment, homozigot TT alleli icin 274 ve 20 b¢’lik iki fragment ve heterozigot
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CT alleli i¢in ise 294, 274 ve 20 b¢’lik olmak iizere ii¢ fragment elde edildi (Sekil
4.4.).

Sekil 4.4. Ekzon5 1386C>T polimorfizminin agaroz jeldeki goriintiisii
M1 ve M2: Marker (belirteg), Gene Ruler™ 50 bg (baz ¢ifti) DNA Ladder
1 ve 2: PCR sonucu elde edilen 294 b¢ uzunlugundaki fragment

3 ve 4: PCR fiiriiniiniin Tagl restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu elde

edilen homozigot CC alleli.

5 ve 6: PCR fiiriiniiniin Tagl restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu elde

edilen heterozigot CT alleli.

7 ve 8: PCR tirtiniiniin Tagl restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu elde

edilen homozigot TT alleli.

N: PCR reaksiyonunda kullanilan negatif kontrol.

4.2. Hasta ve Kontrol Grubunda Yer Alan Bireylerin Yas

Ortalamalarinin Degerlendirilmesi

Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin yas ortalamalan

Independent-Sample T testine gore degerlendirildiginde, hasta grubunda bulunan
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bireylerin yas ortalamasi 68.87+7.80, kontrol grubunda ise 66.68+8.33 olarak
bulunmustur. Gruplar arasinda yas yoniinden anlamli bir fark bulunamamistir

(p=0.078, p>0.05) (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin yas ortalamalari

Gruplar Ortalama Standart Sapma p Degeri
Prostat Kanseri 68.87 +7.80

YAS 0.078
Kontrol 66.68 +8.33

4.3. Hasta ve Kontrol Grubunda Yer Alan Bireylerin Sigara ve Alkol

Kullanim ile Ailesel Oykiilerinin Degerlendirilmesi

Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin sigara ve alkol kullanimu ile
ailesel oykiileri arasinda fark olup olmadigi X2 testine gore degerlendirildiginde
(Tablo 4.2.), hasta ve kontrol grubunda sigara icen bireylerin yiizdeleri sirasi ile
%53.6 ve %41.1, sigara icmeyenlerin ise sirasi ile %46.4 ve %58.9 olarak
belirlendi. Her iki grup arasinda sigara kullamimi agisindan anlamli bir fark
bulunamadi (p=0.10, p>0.05). Hasta ve kontrol gruplari arasinda alkol
kullananlarin yiizdeleri sirasi ile %15.5 ve %6.7, kullanmayan bireylerin yiizdeleri
strast ile %84.5 ve %93.3 olarak belirlendi. Istatistiksel degerlendirmeye gore her
iki grup arasinda alkol kullanimi arasindaki fark anlamsiz bulundu (p=0.06,
p>0.05). Ayrica, hasta ve kontrol gurubunda bulunan bireylerde kanser hastaligi
yoniinden ailesel Oykiisii olanlarin yiizdeleri swras1 ile %11.9 ve %4.4,
bulunmayanlarin yiizdeleri ise sirasi ile %88.1 ve %95.6 olarak belirlendi.
Degerlendime sonuglarina gore, hasta ve kontrol grubu arasinda ailesel Oykii

yoniinden anlamli bir fark bulunamamistir (p=0.07, p>0.05).
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Tablo 4.2. Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin sigara kullanimi,

alkol kullanimi ve ailesel dykiileri acisindan degerlendirme sonuclari

Prostat Kanseri Kontrol X p
(n=84) (n=90) Degeri Degeri
Sigara Icen 45 37
(%53.6) (%41.1)
2.71 0.10
Sigara Icmeyen 39 53
(%46.4) (%58.9)
Alkol Kullanan 13 6
(%15.5) (%6.7)
3.47 0.06
Alkol 71 84
Kullanmayan (%84.5) (%93.3)
Aile Oykiisii var 10 4
(%11.9) (%4.4)
3.27 0.07
Aile oykiisii yok 74 86
(%88.1) (%95.6)

Parantez icindeki sayilar yiizde degerleri gostermektedir.

4.4. Axin2 Geni Ekzonl

Kontrol Grubundaki Dagilimlarinin Degerlendirilmesi

ve Ekzon5 Polimorfizmlerinin Hasta ve

4.4.1. Axin2 Geni Ekzonl 148C>T Polimorfizminin Hasta ve Kontrol

Grubundaki Dagilimimin Degerlendirilmesi

Axin2 geni ekzonl 148C>T polimorfizminin hasta ve kontrol grubundaki

genotip dagilimi acisindan fark olup olmadigini arastirmak icin, hasta gubu icin

84 birey, kontrol grubu i¢in ise 80 birey degerlendirmeye alinmistir.
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Axin2 geni 1. ekzonunun, 148. bazinda sitozinin timine doniigmesiyle
(C>T) meydana gelen polimorfizmin prostat kanseri hasta ve kontrol
gruplarindaki dagilimlar1 Tablo 4.3.’de gosterilmektedir. Gozlenen genotip

frekanslar1 Hardy-Weinberg Dengesine uygunluk gostermektedir.

Axin2 148C>T genotiplerinin yiizdeleri, hasta ve kontrol gruplarinda
strastyla CC genotipi i¢in %13.1 ve %2.5, CT genotipi i¢in %57.1 ve %46.3, TT
genotipi icin ise %29.8 ve %51.3 olarak tespit edildi. Hasta ve kontrol
gruplarindaki allel frekanslar ise sirasiyla C alleli icin 0.42 ve 0.26, T alleli icin
0.58 ve 0.74 olarak belirlendi. Bu verilere dayanilarak, genotip dagilimi
acisindan hasta ve kontrol gruplar arasinda anlaml bir fark bulundu (X2: 11.44,
p<0.05). Ayrica bu bulgulara ek olarak, allel dagilimi1 g6z 6niine alindiginda hasta

ve kontrol gruplari arasinda anlamh bir fark bulundu (x*: 9.42, p<0.05).

Tablo 4.3. Hasta ve kontrol grubundaki Axin2 geni 148. bolge genotip ve

allel dagilimlar

Prostat Kanseri Kontrol p Degeri
(n=84) (n=80)
11 2
cc (%13.1) (%2.5)
48 37
Genotipler CT (%57.1) %463) | 0.003
25 41
TT (9%29.8) (%51.3)
Allel C 0.42 0.26
Frekanslari T 0.58 0.74 0.002

Axin2 geninin 148C>T polimorfizminin hastaliin c¢ikisinda bir risk
faktorii olup olmadigi, X2 testine gore degerlendirildi. TT genotipi sik rastlanilan
(wild type) genotip oldugundan, CT ve CC polimorfik genotip frekanslar
birlestirilerek polimorfik genotiplerin prostat kanseri’nin ortaya ¢ikmasinda bir
risk faktorii olup olmadigi degerlendirildi. Genotip oranlari, hasta ve kontrol

gruplarinda sirasiyla TT genotipi icin %29.8 ve %51.3, CT + CC genotipleri icin
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%70.2 ve %48.8 olarak tespit edildi. Istatistiksel degerlendirme sonucunda, C
alleline sahip bireylerin, T allelini tasiyan bireylere gore prostat kanserine
yatkinlik acisindan anlamli bir risk tagidiklarn belirlendi ve C allelini tasiyan
bireyler prostat kanserine 2,48 kez daha fazla yatkinhk gostermektedirler (x*:
7.87, p: 0.007) (%95 CI: 1.31-4.71) (Tablo 4.4.).

Tablo 4. 4. Hastaligin ortaya ¢ikmasinda hasta grubunun kontrol grubuna

gore tasidigi risk oran1 (C alleli i¢in)

Genotip
Odds Ratio p
TT CT+CC o
(%95 CI) Degeri
Kontrol 41 39

(n=80) (%51.3) (%48.8)

2,48 0.007

Prostat Kanseri 25 59 (1.31-4.71)

(n=84) (%29.8) (%70.2)

x" : 7.87, Odds ratio siitununda verilmis olan parantez icindeki sayilar %95 giiven

araligini ifade etmektedir.

4.4.2. Axin2 Geni Ekzonl 432T>C Polimorfizminin Hasta ve Kontrol

Grubundaki Dagiliminin Degerlendirilmesi

Axin2 geni ekzonl 432 T >C polimorfizminin hasta ve kontrol grubundaki
genotip dagilimi agisindan fark olup olmadigini arastirmak icin, hasta gubu igin

83 birey, kontrol grubu i¢in ise 90 birey degerlendirmeye alinmistir.

Axin2 geni 1. ekzonunun, 432. bazinda timinin sitozine doniismesiyle

(T>C) meydana gelen polimorfizmin prostat kanseri hasta ve kontrol gruplarinda
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dagilimi Tablo 4.5.de gosterilmektedir. Gozlenen genotip frekanslar1 Hardy-

Weinberg Dengesine uygunluk gostermektedir.

Axin2 432T>C genotiplerinin yiizdeleri, hasta ve kontrol gruplarinda
strastyla TT genotipi i¢in %96.4 ve %97.8, TC genotipi i¢in %3.6 ve %?2.2 olarak
belirlendi. Calisilan popiilasyon icinde CC genotipine sahip birey
bulunmamaktadir. Hasta ve kontrol gruplarindaki allel frekanslan ise sirasiyla T
alleli i¢in 0.98 ve 0.99, C alleli i¢in 0.02 ve 0.01 olarak belirlendi. X2 ve Fisher’s
exact testi kullanilarak elde edilen sonuglara gore, genotip dagilimi agisindan
hasta ve kontrol gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi (X2: 0.30, p>0.05).
Ayrica, allel dagilimi1 goz oniine alindiginda da hasta ve kontrol gruplar1 arasinda

anlamli bir fark bulunamadi (x*: 0.29, p>0.05).

Tablo 4.5. Hasta ve kontrol grubundaki Axin2 geni 432. bolge genotip ve

allel dagilimlari

Prostat Kanseri Kontrol p
(n=83) (n=90) Degeri
TT 80 88
(%96.4) (%97.8)
TC 3 2
Genotipler (%3.6) (%2.2) 0.585
CC 0 0
(%0) (%0)
Allel T 0.98 0.99
Frekanslar C 0.02 001 0.647

Axin2 geninin 432T>C polimorfizminin hastaligin ¢ikisinda bir risk
faktorii olup olmadigi, X2 ve Fisher’s exact testine gore degerlendirildi. TT
genotipi sik rastlamilan (wild type) genotip oldugundan, CT ve CC polimorfik
genotip frekanslar1 birlestirilerek polimorfik genotiplerin prostat kanseri’nin

ortaya ¢ikmasinda bir risk faktorii olup olmadigi degerlendirildi. Genotip oranlari,
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hasta ve kontrol gruplarinda sirasiyla TT genotipi icin %96.4 ve %97.8, CT + CC
genotipleri igin %3.6 ve %2.2 olarak tespit edildi. Istatistiksel degerlendirme
sonucunda, C allelini tagiyan bireylerin prostat kanserine 1.65 kez daha fazla
yatkinlik gosterdikleri, ancak bu yatkinligin istatistiksel olarak anlamli olmadig

belirlendi (1: 0.30, p: 0.672) (%95 CI: 0.27-10.13) (Tablo 4.6.).

Tablo 4.6. Hastalifin ortaya ¢ikmasinda hasta grubunun kontrol grubuna

gore tasidigi risk oran1 (C alleli i¢in)

Genotip
Odds Ratio p
TT CT+CC o
(%95 CI) Degeri
Kontrol 88 2

(n=90) (%97.8) (%2.2)

1.65 0.672

Prostat Kanseri 80 3 (0.27-10.13)

(n=83) (%96.4) (%3.6)

" : 0.30, Odds ratio siitununda verilmis olan parantez icindeki sayilar %95 giiven

araligini ifade etmektedir.

4.4.3. Axin2 Geni Ekzon5 1365A>G Polimorfizminin Hasta ve Kontrol

Grubundaki Dagilimimin Degerlendirilmesi

Axin2 geni ekzon5 1365A>G polimorfizminin hasta ve kontrol
grubundaki genotip dagilimi agisindan fark olup olmadigini arastirmak i¢in, hasta

gubu icin 83 birey, kontrol grubu i¢in ise 89 birey degerlendirmeye alinmistir.

Axin2 geni 5. ekzonunun, 1365. bazinda adeninin guanine doniismesiyle

(A>G) meydana gelen polimorfizmin prostat kanseri hasta ve kontrol gruplarinda




44

dagilimi Tablo 4.7.°de gosterilmektedir. Gozlenen genotip frekanslar1 Hardy-

Weinberg Dengesine uygunluk gostermektedir.

Axin2 1365A>G genotiplerinin yiizdeleri, hasta ve kontrol gruplarinda
stirastyla GG genotipi i¢in %85.5 ve %91, AG genotipi i¢in %14.5 ve %9 olarak
belirlendi. Calisilan popiilasyon iginde AA genotipine sahip birey
bulunmamaktadir. Hasta ve kontrol gruplarindaki allel frekanslar ise sirasiyla A
alleli i¢in 0.07 ve 0.04, G alleli i¢in 0.93 ve 0.96 olarak belirlendi. Bu verilere
dayanilarak, genotip dagilimi acgisindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda
anlamli bir fark bulunamadi (X2: 1.25, p>0.05). Ayrica, allel dagilimi goz Oniine
alindiginda da hasta ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunamadi (x2:

1.17, p>0.05).

Tablo 4.7. Hasta ve kontrol grubundaki Axin2 geni 1365. bolge genotip ve

allel dagilimlar

Prostat Kontrol
Kanseri (n=89) p Degeri
(n=83)
AA 0 0
(%0) (%0)
AG 12 8
Genotipler (%14.5) (9%9.0) 0.264
GG 71 81
(%385.5) (%91)
Allel A 0.07 0.04
Frekanslari G 0.3 096 0.358

Axin2 geninin 1365A>G polimorfizminin hastaligin ¢ikisinda bir risk
faktorii olup olmadigy, y” testine gore degerlendirildi. GG genotipi sik rastlamlan
(wild type) genotip oldugundan, AG ve AA polimorfik genotip frekanslar
birlestirilerek polimorfik genotiplerin prostat kanseri’nin ortaya ¢ikmasinda bir

risk faktorii olup olmadig1 degerlendirildi. Genotip oranlari, hasta ve kontrol
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gruplarinda sirasiyla GG genotipi i¢in %85.5 ve %91, AG + AA genotipleri icin
%14.5 ve %9 olarak tespit edildi. Istatistiksel degerlendirme sonucunda, A
allelini tasiyan bireylerin prostat kanserine 1.71 kez daha fazla yatkinlik
gostermekterdikleri ancak bu yatkinligin istatistiksel olarak anlamli olmadig

belirlendi (3 1.25, p: 0.342) (%95 CI: 0.66-4.42) (Tablo 4.8.).

Tablo 4.8. Hastalifin ortaya ¢cikmasinda hasta grubunun kontrol grubuna

gore tasidig risk orani (A alleli i¢in)

Genotip
Odds Ratio p
GG AG+AA .
(%95 CI) Degeri
Kontrol 81 8
(n=89) (%91) (%9)
1.71 0.342
Prostat Kanseri 71 12 (0.66-4.42)
(n=83) (%85.5) (%14.5)

" : 1.25, Odds ratio siitununda verilmis olan parantez icindeki sayilar %95 giiven

araligini ifade etmektedir.

4.4.4. Axin2 Geni Ekzon5 1386C>T Polimorfizminin Hasta ve Kontrol

Grubundaki Dagiliminin Degerlendirilmesi

Axin2 geni ekzon5 1386C>T polimorfizminin hasta ve kontrol grubundaki
genotip dagilimi agisindan fark olup olmadigini arastirmak icin, hasta gubu igin

83 birey, kontrol grubu icin ise 84 birey degerlendirmeye alinmistir.

Axin2 geni 5. ekzonunun, 1386. bazinda sitozinin timine doniismesiyle

(C>T) meydana gelen polimorfizmin prostat kanseri hasta ve kontrol gruplarinda
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dagilimi Tablo 4.9.da gosterilmektedir. Gozlenen genotip frekanslar1 Hardy-

Weinberg Dengesine uygunluk gostermektedir.

Axin2 1386C>T genotiplerinin yiizdeleri, hasta ve kontrol gruplarinda
strastyla CC genotipi icin %7.2 ve %42.9, CT genotipi i¢in %48.2 ve %51.2, TT
genotipi i¢in ise %44.6 ve %6.0 olarak tespit edildi. Hasta ve kontrol
gruplarindaki allel frekanslar ise sirasiyla C alleli icin 0.31 ve 0.61, T alleli icin
0.69 ve 0.39 olarak belirlendi. Bu verilere dayanilarak, genotip dagilimi
acisindan hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark bulundu (X2: 45.91,
p<0.05). Ayrica bu bulgulara ek olarak, allel dagilimi1 g6z 6niine alindiginda hasta

ve kontrol gruplar arasinda anlaml bir fark bulundu (x2: 31.51, p<0.05).

Tablo 4.9. Hasta ve kontrol grubundaki Axin2 geni 1386. bolge genotip ve

allel dagilimlar

Prostat Kanseri Kontrol p Degeri
(n=83) (n=84)
CC 6 36
(%7.2) (%42.9)
CT 40 43
Genotipler (%48.2) (%51.2) 0.000
TT 37 5
(%44.6) (%6.0)
Allel C 0.31 0.61
Frekanslari T 0.69 0.39 0.000

Axin2 geninin 1386C>T polimorfizminin hastaligin cikisinda bir risk

faktorii olup olmadigi, X2 testine gore degerlendirildi.

CC genotipi sik rastlanmlan (wild type) genotip oldugundan, CT ve TT
polimorfik genotip frekanslar1 birlestirilerek polimorfik genotiplerin prostat
kanseri’'nin ortaya cikmasinda bir risk faktorii olup olmadig degerlendirildi.
Genotip oranlari, hasta ve kontrol gruplarinda sirasiyla CC genotipi icin %7.2 ve

%42.9, CT + TT genotipleri icin %92.8 ve %51.1 olarak tespit edildi. Istatistiksel
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degerlendirme sonucunda, T alleline sahip bireylerin, C allelini tasiyan bireylere

gore prostat kanserine yatkinlik acisindan anlamli bir risk tasidiklar: belirlendi ve

T allelini tagiyan bireyler prostat kanserine 9.63 kez daha fazla yatkinlik

gostermektedirler (Xz: 28.15, p: 0.000) (%95 CI: 3.77-24.55) (Tablo 4.10.).

Tablo 4.10. Hastaligin ortaya c¢ikmasinda, hasta grubunun kontrol

grubuna gore tasidigi risk orani (T alleli i¢in)

Genotip
Odds Ratio p
(%95 CI) Degeri
CC CT+TT
Kontrol 36 48
(n=84) (%42.9) (%51.1) 9.63
(3.77-24.55) 0.000
Prostat Kanseri 6 77
(n=83) (%7.2) (%92.8)

" : 28.15, Odds ratio siitununda verilmis olan parantez icindeki sayilar %95

giiven araligini ifade etmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bilim diinyasinda biiyiik devrimlerin yasandigi giiniimiizde bu etkinin en
fazla goriildiigii alanlardan bir tanesi de kanserle ilgili gelismelerdir. Kanser ¢ogu
kez tek bir hastalik gibi goriinmesine karsin, gercekte hiicre ve dokular etkileyen
karmasik bir hastalik grubudur. Kanserin genetik bilimi ile baglantili olabilecegi
diisiincesi ilk kez 20. yiizyilin baglarinda atildi ve bu fikir kanser aragtirmalarinin
kaynag1 olarak rol oynadi. Bu giin kanser bir sinyal iletim yolu bozuklugu olarak
tanimlanmakta ve ¢alismalar sinyal iletim yolaklarinda yer alan onkogen ve timor
baskilayict gen iriinlerinin birbirleri ile etkilesimlerinin incelenmesine
dayanmaktadir. Prostat kanserinin gelisiminden sorumlu spesifik faktorler tam
olarak belirlenememisse de etnik farkliliklarin yami sira, ilerleyen yas, yasam
tarzi, beslenme, androjen mekanizmasindaki bozukluklar ve genetik faktorlerin
prostat kanseri gelisiminde rol oynadiklari diisiiniilmektedir. Bununla beraber,
epidemiyolojik calismalar prostat kanseri gelisimi ve ilerlemesinden sorumlu olan
genetik ve cevresel faktorler altindaki nedenlerin heniiz tam anlasilamadiklarina

isaret etmistir.

Calismamizda, Axin2 geninin ekzon-1 bolgesindeki 148C>T ve 432T>C
ile ekzon-5 bolgelesindeki 1365A>G ve 1386C>T polimorfizmlerinin, erkeklerde
prostat kanseri gelismesinde bir risk faktorii olup olmadigi degerlendirilmistir.
Tiim diinyada giderek biiyiiyen bir saglik sorunu olan prostat kanserinin genetik
alt yapisinin belirlenmesi, prostat kanserinde rol alan gen {riinlerinin ve
etkilesimlerinin ortaya ¢ikarilmasi, bu etkilesimlerin azaltilmasi veya artirtlmasini
saglayacak tedavilerin gelistirilmesinde etkili olacaktir. Ayrica prostat kanseri
gelisimi ve ilerlemesinde etkin olan onkogen ve tiimor baskilayici genlerin, bu
genlerdeki mutasyon ve polimorfizmlerin belirlenmesi gen tedavi yontemlerinin

olusturulmasina katki saglayacaktir.

Sigara kullamimu ile bir ¢ok kanser tipi arasinda iliski saptanmasina
ragmen, sigaranin prostat kanserindeki rolii heniiz agik degildir (79). Prostat

kanseri insidanst ve sigara kullanimi arasindaki baglanti iizerine yapilan
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calismalar birbirleri ile tutarli olmasa da, yapilan bir ¢ok calismada oliimciil
prostat kanserinin olugmasinda sigara kullaniminin iligkisi ortaya konmustur (80).
Japonya’da Furuya ve arkadaslar tarafindan yapilan bir calismada sigara
kullaniminin prostat kanseri gelisimi i¢in bir risk olusturmadigi belirlenmistir
(81). Ayrica ABD’de yapilan bir baska calismada da sigara kullaniminin bir risk
faktorii olmadigr saptanmistir (82). Tiirkiye’de Aktas ve arkadaslarinin arastirma
sonuclarina gore de sigara ve prostat kanseri riski arasinda herhangi bir iliski
bulunamamistir (83). Bizim caligmamizda hasta ve kontrol grubunda sigara icen
bireylerin yiizdeleri sirasi ile %53.6 ve %41.1, sigara igmeyenlerin ise sirasi ile
%46.4 ve %58.9 olarak belirlenmistir. Her iki grup arasinda sigara kullanimi
acisindan anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05). Yapilan bu caligmalarla

karsilastirildiginda elde ettigimiz sonuglarin uyumlu oldugu goriilmektedir.

Kesinligi olmayan bir diger risk faktorii ise alkol kullanimidir. Prostat
kanseri riski ve alkol tiiketimi arasindaki iliski heniiz tam kesin olmasa da, bazi
caligmalarda yiiksek alkol tiiketiminin artan risk ile iligkili oldugu saptanmistir.
Son zamanlarda elde edilen bir ¢aligmaya gore kirmizi sarap tiiketiminin azalan
risk ile iligkili oldugu bildirilmistir (84). Sesso ve arkadaslan tarafindan ABD’de
yapilan bir caligmada sarap ve bira tiiketiminin prostat kanseri gelisimi ile iliskili
olmadig1; ancak likor tiiketiminin prostat kanseri riskini %61-67 oraninda artirdig:
saptanmistir (p, dogrusal olmayan egilim<0.001) (85). Ayrica, ABD’de yapilan
baska bir caligmada giinde ii¢ kadeh alkol tiiketiminin prostat kanseri riskini
etkilemedigi, giinde yedi kadeh veya daha fazla alkol tiiketiminin ise prostat
kanseri i¢in artan bir risk olabilecegi bildirilmistir (86). Bizim calisgmamizda ise
hasta ve kontrol gruplari arasinda alkol kullananlarin yiizdeleri siras1 ile %15.5 ve
9%6.7, alkol kullanmayan bireylerin ylizdeleri siras1 ile %84.5 ve %93.3 olarak
belirlenmis ve istatistiksel degerlendirmeye gore her iki grup arasinda alkol
kullanimi arasindaki fark bulunamamistir (p=0.06, p>0.05). Sonug¢ olarak,

calismamizda alkoliin bir risk faktorii olmadig1 gézlenmistir.

Yas ve rk gibi faktorlerin yani sira prostat kanseri icin en iyi bilinen bir

diger risk faktorii ise hastaligin ailesel kokenidir. Birinci dereceden prostat kanseri
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Oykiisii olan kisilerde 2-3 kat artan bir riskin bulundugu saptanmistir (87). Gallus
ve arkadaglarinin 60 yasin altindaki bireyler ile yaptiklar1 bir ¢alismada, prostat
kanserinin ailesel dykiisiiniin bu hastaligin riskini artirdig1 (OR, 5.5; CI %95, 2.4-
12.7) bildirilmistir. Bu calismada ayrica, beyin kanseri aile oykiisiiniin (OR, 3.7;
CI %95, 1.2-11.7) ve losemi 6ykiisiiniin (OR, 6.2; CI %95, 1.2-31.7) prostat
kanser riski ile iligkili oldugu belirlenmistir (88). Bizim caligmamizda, hasta
grubunda 10 bireyin, kontrol grubunda ise 4 bireyin ailesinde kanser Oykiisii
bulunmaktadir. Hasta ve kontrol gurubunda bulunan bireylerde kanser hastaligi
yoniinden ailesel Oykiisii olanlarin yiizdeleri sirast ile %11.9 ve %4.4, ailesel
Oykiisii bulunmayanlarin yiizdeleri ise siwras1 ile %88.1 ve %95.6 olarak
belirlenmistir. Degerlendime sonuglarina gore, hasta ve kontrol grubu arasinda
ailesel oykii yoniinden anlamli bir fark bulunamamistir (p=0.07, p>0.05). Sonug

olarak bulgularimiz yapilan bu calismalarla uyumlu degildir.

Calismamiz, Wnt sinyal iletim yolaginda gorev alan Axin2 proteinini
kodlayan Axin2 geninin ekzonl 148C>T ve 432T>C ile ekzon5 1365A>G ve
1386C>T polimorfizmlerinin prostat kanseri gelisiminde bir risk faktorii olup

olmadigini belirlemek amaciyla yapilmistir.

Whnt sinyal iletim yolaginin embriyonik gelisim siiresince hiicre biiyiimesi,
hareketliligi ve farklilasmasini diizenledigi ve bu yolakta rol alan proteinlerde
gerceklesen bazi mutasyonlar yoluyla cesitli tiimor tiplerinin gelisiminde etkisi
oldugu saptanmistir. Akciger kanseri, kolorektal kanser, hepatoseliiler karsinoma,
melanoma, medullablastoma gibi kanser tiplerinin gelisiminde rol aldif1
belirlenen bu yolakta c¢ogunlukla APC, axin ve axin2, ve [-katenin’deki

mutasyonlar etkendir (3).

Bazi caligmalarda prostat kanserinin B-katenin ve APC mutasyonlari
tasidigr bildirilmistir. Vakalarin yaklasik %10’unda bu proteinlerin herbirinde
degisimlerin meydana geldigi ve prostat tiimorlerinin en az %30’unda Wnt
yolagindaki mutasyonlarin 6nemli rol oynadigi saptanmistir (3,89,90). Bununla
beraber Japonya’da yapilan baska bir calismada ise APC gen mutasyonu

frekansinin prostat kanserli hastalarda ¢ok diisiik oldugu saptanmistir (91).
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Wnt sinyal iletim yolaginda Axin2 proteini molekiler diizeyde J-
katenin’in fosforilasyonunda ihtiya¢ duyulan tiim bilesenleri birbirine yaklastiran
bir skaffold proteini gibi gorev yaptig1 i¢in olduk¢a dnemli bir molekiildiir. Axin2
proteini yapisinda PB-katenin degradasyon kompleksinde yer alan proteinlerin
baglanmasin1 saglayan domainler icermektedir. Bu domainlerde gerceklesecek
mutasyon ya da polimorfizmler sonucunda komplekste yer almasi gereken
proteinlerin Axin2 proteinine baglanma ilgilerinin azalabilecegi diisiiniilmektedir.
Bu durumda, kompleks tarafindan B-katenin fosforile edilemez ve defosforile [3-
katenin tercihen niikleusa transloke olur ve LEF/TCF ailesi iiyelerine baglanarak
hedef genleri aktive eder. Bu hedef genler arasinda tiimor gelisiminde gerekli olan

genler de yer almaktadir.

Axin2 gen mutasyonlarinin ve polimorfizmlerinin arastirildigi bir kag
calisma mevcuttur. Almanya’da Medullablastoma vakalarinda yapilan bir calisma
sonucunda, sporadik medullablastoma patogenezinde Axin2 gen degisimlerinin
gerekli oldugu ve ekzon5 ve ekzon8’de gerceklesen mutasyonlarin onkogenik
aktivasyona neden olabilecegi saptanmistir (92). Koch ve arkadaslan tarafindan
yapilan sporadik hepatoblastoma patogenezinde Axin2 mutasyonlarinin tarandigi
calismada ekzon9’da somatik nokta mutasyonu, ekzon 8-9’da delesyon, ve ayrica
ekzon5’in 455. ve 462. kodonlarinda yer alan tek niikleotit polimorfizmleri
saptanmistir (93). Kanzaki ve arkadaslar1 tarafindan akciger kanseri ve Axin2 gen
polimorfimi iliskisinin arastirlldigi caligmada ise, Axin2 geni ekzonl 50.
kodonundaki tek niikleotit polimorfizminin akciger kanser riski ile iliskili oldugu
saptanmistir (49). Polonya’da yapilan baska bir calismada ise Axin2 ekzonlar1 ve
ekzon-intron sinirlarinda gerceklesen tek niikleotit polimorfizmleri arastirilmis ve
intron2 956+16A>G ve ekzon7 2062C>T polimorfizmlerinin dis agenezi riskini

artirdig1 saptanmustir (59).

Axin2 gen polimorfizmi ve prostat kanseri riski arasinda iligki olup
olmadigina dair herhangi bir caligma bulunmamaktadir. Ancak, Axin2 gen
mutasyonlarinin ya da polimorfimlerinin bazi hastaliklarin olusumu ile iliskili

olduguna dair elde edilen bulgulara dayanarak, Axin2 geninde gerceklesecek
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polimorfizmlerin prostat kanseri gelisiminde de rol alabilecegi diisiincesinden

yola ¢ikarak caligsmamiz1 gerceklestirdik.

Axin ve APC proteinlerinin B-katenin sitoplazmik lokalizasyonunun
diizenlenmesinde kritik Oneme sahip oldugu bilinmektedir. Bu diizenleme
sirasinda  APC, Axin2 proteininin RGS domainine (81-200. amino asitler
arasinda) baglanir. APC’de Axin-baglanma bolgesinde gerceklesen mutasyonlar
sonucunda Axin proteinine baglanma ilgisinin azaldigi ve dolayisi ile APC’nin
karsinogenezi etkiledigi diisiiniilmektedir (49). Sonug¢ olarak Axin2 proteininde
APC baglanma ilgisini azaltacak bir mutasyon ya da polimorfizmin
gerceklesmesi ile Axin2’nin  de karsinogenezde etkili olabilecegini
disiinmekteyiz. Calismamizin  bir kismu  Axin2 148C>T polimorfizminin
arastirilmasim icermektedir. Bu polimorfizim ekzonl’in 148. bazinda ve RGS
domainine ¢ok yakin bir bolgede sekillenmektedir. Dolayisi ile ekzonl 148.
bazinda gerceklesen bu tek niikleotit polimorfizmi APC’nin Axin proteinine
baglanma ilgisini azaltabilir ve sonugta karsinogenezi etkileyebilir.
Calismamizda, Axin2 148C>T genotiplerinin yiizdeleri, hasta ve kontrol
gruplarinda sirasiyla CC genotipi i¢in %13.1 ve %2.5, CT genotipi i¢in %57.1 ve
%46.3, TT genotipi i¢in ise %29.8 ve %51.3 olarak tespit edilmis ve genotip
dagilimi  acisindan hasta ve kontrol gruplart arasinda anlamhi bir fark
bulunmusgtur (x2: 11.44, p<0.05). Ayrica 148C/C genotipine sahip bireylerin,
148C/T ve 148T/T genotipine sahip bireylere gore prostat kanseri gelistirme
riskinin 2.48 kez daha fazla oldugu bulunmustur (x2: 7.87, p<0.05) (%95 CIL
1.31-4.71). Bu verilere dayanarak, 148T/T genotipinin prostat kanseri riskine
karsi koruyucu genotip oldugunu ve 148C/C genotipinin prostat kanseri

gelisiminde etkili olabilecegi diisiiniilebilir.

Calismamizin  bir diger kisminda arastirilan ekzonS 1386C>T
polimorfizmi Axin proteininin - katenin baglanma domaininde bulunmaktadir.
Bir¢ok calismada [-katenin’in hiicre ¢ogalmasinda gerekli olan bircok hedef
genin transkripsiyonal transaktivasyonu i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. Ayrica,

prostat kanseri hiicrelerinde [-kateninin mutant formlarinin degeradasyon
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kompleksi tarafindan gergeklestirilen diizenlenmeden kagabilecegine isaret
edilmistir (89). Dolayis1 ile, PB-kateninde gergeklesebilen bir mutasyon
karsinogenezde etkili ise, bu proteinin diizenlenmesinde rol alan ve Axin2
proteininin kritik bir rolii oldugu degredasyon kompleksi bilesenlerindeki
mutasyon ya da polimorfizmlerin de prostat kanserinde etken olabilecegi
diisiiniilebilir. Bu diistinceden yola c¢ikarak, calismamizda Axin2 proteininin [3-
katenin baglanma bolgesindeki ekzonS 1386C>T polimorfizmi arastirilmistir.
Axin2 1386C>T genotiplerinin yiizdeleri, hasta ve kontrol gruplarinda sirasiyla
CC genotipi icin %7.2 ve %42.9, CT genotipi icin %48.2 ve %51.2, TT genotipi
i¢in ise %44.6 ve %6.0 olarak tespit edilmistir ve genotip dagilimi1 acisindan
hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur
(X2: 45.91, p<0.05). Ayrica, 1386T/T genotipine sahip bireylerin, 1386C/T ve
1386C/C genotipi tasiyan bireylere gore prostat kanseri gelistirme riskinin 9.63
kez daha fazla oldugu belirlenmistir (X2: 28.15, p<0.05) (%95 CI: 3.77-24.55). Bu
sonuglar gbz Oniine alindiginda, axin2 geni 1386. bazinda gerceklesen tek
niikleotit polimorfizminin prostat kanserine yatkinlik acisindan onemli oldugu

diisiiniilebilir.

" analizi ile yapilan degerlendirmeler sonucunda Axin2 ekzonl 432T>C
polimorfizmi dagiliminin hasta ve kontrol gruplan arasinda bir fark olmadigi
goriilmiistiir (X2: 0.30, p>0.05). Ayrica, ekzon5 1365A>G polimorfizminin
dagilim1 acisindan da hasta ve kontrol gruplari arasinda bir fark bulunamamistir
(X2: 1.25, p>0.05). Calismamizda, prostat kanseri ile Axin2 geni ekzonl 432T>C
ve ekzon5 1365A>G polimorfizmleri arasinda anlamli bir birliktelik bulunmadigi
goriilmiistiir.

Sonug¢ olarak bu calisma prostat kanseri ve Axin2 geni polimorfizmi
arasindaki iliskinin ortaya konuldugu ilk 6n calismadir. Ozellikle hasta grubu
genisletilerek farkli popiilasyonlarda Axin2 geni ekzonl 148C>T ve ekzon5
1386C>T polimorfizmlerinin calisilmasi bu varsayimimizin gecerliligini ortaya
koyabilir. Calisma gurubunun genisletilmesinin, ekzonl 432T>C ve ekzon5
1365A>G bolgelerinde gerceklesen polimorfizmler acisindan ¢alismayr anlaml

kilabilecegi diisiiniilebilir.
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OZET

BiR TURK POPULASYONUNDA PROSTAT KANSERI VE Axin-2 GEN
POLIMORFiZMi ARASINDAKI ILiSKiNiN ARASTIRILMASI

Calismamizda Axin2 (Axis inhibisyon proteini 2) geni ekzonl 148C>T ve
432T>C ile ekzon5 1365A>G ve 1386C>T polimorfizmlerinin prostat kanseri
gelisiminde risk olusturup olusturmadigl amag¢lanmistir. Calismada prostat kanseri

tanis1 konmusg 84 birey hasta grubu ve 90 birey kontrol grubu olarak incelenmistir.

Axin2 geni 148C>T, 432T>C, 1365A>G ve 1386C>T polimorfizmlerinin
genotiplendirilmesi, izole edilen DNA’lar kullanilarak PCR-RFLP (Polymerase
Chain Reaction ve Restriction Fragment Length Polymorphism) yontemleri ile
gerceklestirilmistir.

x> testi kullamlarak yapilan istatistiksel analizde, ekzonl 148C>T

polimorfizmi dagiliminin hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli olarak farkli
oldugu gozlemlenmistir (x*: 11.44, p<0.05). Ayrica 148C/C genotipine sahip
bireylerin, 148C/T ve 148T/T genotipine sahip bireylere gore prostat kanseri
gelistirme riskinin 2.48 kez daha fazla oldugu bulunmustur (XZ: 7.87, p<0.05)
(%95 CI: 1.31-4.71). Bununla beraber, ekzonl 432T>C ve ekzon5 1365A>G
polimorfizimlerinin dagilimi acisindan hasta ve kontrol grubu arasindan anlamli
bir fark bulunamamistir (432T/C igin XZ: 0.30, p>0.05, 1365A/G i¢in XZ: 1.25,
p>0.05). Ekzon5 1386C>T polimorfizmi dagilimi agisindan ise hasta ve kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gordiik (X2: 4591,
p<0.05). Buna ek olarak, 1386T/T genotipine sahip bireylerin, 1386C/T ve
1386C/C genotipine sahip bireylere gore prostat kanseri gelistirme riskinin 9.63
kez daha fazla oldugu saptanmustir (y*: 28.15, p<0.05) (%95 CI: 3.77-24.55).

Sonug olarak calismamizda, prostat kanseri ile ekzonl 148C>T ve ekzon5
1386C>T polimorfizmi arasinda bir iliski bulunmustur. Buna karsin, ekzonl
432T>C ve ekzon5 1365A>G polimorfizmi ile prostat kanseri arasinda bir iligki
bulunamamastir.

Anahtar Kelimeler: Prostat kanseri, Axin2 geni, polimorfizm.
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SUMMARY

INVESTIGATION OF RELATIONSHIP BETWEEN PROSTATE
CANCER AND Axin2 GENE POLYMORPHISM IN A TURKISH
POPULATION

In our study, we aimed whether exonl 148C>T, 432T>C and exon5
1365A>G, 1386C>T polymorphisms of Axin2 gene is a risk factor of prostate
cancer development. In this study, 84 male patients with prostate cancer and 90

healthy males as a control group are examined.

Genotyping of 148C>T, 432T>C, 1365A>G and 1386C>T polymorphisms
of Axin2 gene have been performed by PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction

ve Restriction Fragment Length Polymorphism) methods using isolated DNA.

In statistical analyses using Xz test, we observed that distribution of exonl
148C>T polymorphism between case and control groups was significantly
different (X2: 11.44, p<0.05). We also found that individuals with 148C/C
genotype have 2.48 times more risk for prostate cancer development than
individuals with 148C/T and 148T/T genotypes (X2: 7.87, p<0.05) (%95 CI: 1.31-
4.71). On the other hand, there was no significant difference between case and
control groups for distribution of exonl 432T>C and exon5 1365A>G
polymorphisms (for 432T/C y*: 0.30, p>0.05, for 1365A/G y*: 1.25, p>0.05). We
observed that distribution of exon5 1386C>T polymorphism between case and
control groups was significantly different (x*: 45.91, p<0.05). In addition, it has
been found that individuals with 1386T/T genotype have 9.63 times more risk for
prsotate cancer development than individuals with 1386C/T and 1386C/C
genotypes (y°: 28.15, p<0.05) (%95 CI: 3.77-24.55).

In conclusion, we found an association between prostate cancer and exonl
148C>T and exon5 1386C>T polymorphisms. On the contrary, there was no
relationship between prostate cancer with exonl 432T>C and exon5 1365A>G

polymorphisms.

Keywords: Prostate cancer, Axin2 gene, polymorphism.
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EKLER
EK-1
Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Tamponlar

TAE Tamponu: SOXTAE i¢in; Tris 242 gr
EDTA 37.2 gr
Glasial Asetik Asit 57.2 ml, 1000ml
bidistile su igerisinde ¢ozdiiriilerek pH: 7.8’e ayarland1 ve otoklavda steril
edildi.
Yiikleme Tamponu (Loadind Dye):
Formamid (%95) 9.5 ml
Xylen Cyanol (%0.5) 0.05 gr
Bromfenol Blue (%0.5) 0.05 gr
Bu ii¢ kimyasal 15 ml’lik konik santrifiij tiipii igerisine konularak vortekste

karistirildi. Kullanilmak iizere +4 °C’de saklandi.

PCR Calisma Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

dNTP soliisyonu: 100mM stok Adenin, Timin, Guanin, Citozin
niikleotitlerinin her birinden 2ul alinarak 92ul distile su ile karistirilldi. 2

mM’lik dNTP caligsma soliisyonu hazirlandi.

Ekzonl 148 C>T polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan,

Forward primer: 128.8 pmol’lik stoktan calisma soliisyonu

konsantrasyonu 50ul 10pmol olacak sekilde 46.1ul distile suya 3.9ul
148 C>T forward primeri eklenerek hazirlandi.

Reverse primeri: 119.6 pmol’lik stoktan c¢alisma soliisyonu

konsantrasyonu 50ul 10pmol olacak sekilde 45.8 ul distile suya 4.2ul

148 C>T reverse primeri eklenerek hazirlandi.
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e Ekzonl 432T>C polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan,

Forward primer: 165.10 pmol’lik stoktan c¢alisma soliisyonu

konsantrasyonu 50ul 10pmol olacak sekilde 47ul distile suya 3ul
432T>C forward primeri eklenerek hazirlandi.

Reverse primeri: 131 pmol’liikk stoktan caligma soliisyonu

konsantrasyonu 50ul 10pmol olacak sekilde 46.2 ul distile suya 3.8ul

432T>C reverse primeri eklenerek hazirlandi.

e Ekzon5 1365A>G polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan,

Forward primer: 118.70 pmol’lik stoktan c¢alisma soliisyonu

konsantrasyonu 50ul 10pmol olacak sekilde 45.8ul distile suya 4.2ul
1365A>G forward primeri eklenerek hazirlandu.

Reverse primeri: 138.50 pmol’likk stoktan c¢alisma soliisyonu

konsantrasyonu 50ul 10pmol olacak sekilde 46.4 ul distile suya 3.6ul

1365A>G reverse primeri eklenerek hazirlandi.

e Ekzon5 1386C>T polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan,

Forward primer: 141.10 pmol’lik stoktan c¢alisma soliisyonu
konsantrasyonu 50ul 10pmol olacak sekilde 46.5ul distile suya 3.5ul

1386C>T forward primeri eklenerek hazirlandi.

Reverse primeri: 172 pmol’liikk stoktan calisma soliisyonu
konsantrasyonu 50ul 10pmol olacak sekilde 47.1 ul distile suya 2.9ul

1386C>T reverse primeri eklenerek hazirlandi.
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No:

Tarih :

Adi Soyadi :

Cinsiyeti :

Adres :

Tel Ev:

Cep:

Dogum yeri :

Dogum tarihi :

Dedelerinin Dogum yeri :

Meslegi :

Mesleginin ozellikleri

Sigara : Evet Hayir
Ne kadar zamandir i¢iyor

Giinliik kag tane igiyor

Alkol Evet | Hayir

Ne kadar zamandir i¢iyor

Giinliik ne kadar iciyor

Histopatolojik Tam

Ailede Ca Hikayesi
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