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OZET

PROSTAT VE MESANE KANSERLI HASTALARDA ATG GEN
POLIMORFIZMININ ARASTIRILMASI

AYBUGA, Fatma

Nigde Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Danigsman : Dog. Dr. Songiil BUDAK DILER
Haziran 2016, 52 sayfa

Prostat ve mesane kanserleri, bat1 toplumunda en sik rastlanan kanserdir ve doguda
yasayan insanlarda da artis gostermektedir. Genetik ve epigenetik farkliliklar bu
kanserlerin olusumunda 6nemli bir rol oynar. Otofaji, genellikle hiicrenin hayatta
kalmuyla ilgili onemli bir mekanizmadir. Biz bu ¢aligmada, ATGI16L1 (Thr300Ala)
polymorfizminin prostat ve mesane kanseri ile iligkili olup olmadigimi arastirdik. Bu
arastirmada, 269 saglikli kontrol ve 131 hasta (62 prostat kanserli, 69 mesane kanserli)
bireyi calisildi. Prostat ve mesane kanserli hastalarin DNA’larindan, ATGI6L1
(rs2241880) gen bolgesi PCR yontemiyle cogaltilarak RFLP yapildi. Calismamizda,
Prostat hastalarinda AG genotipi %34, kontrolde %42, AA genotipi %35, %27 ve GG
genotipi %31, %31 olarak bulundu. Mesane kanserli hastalarda AA (yabani tip) genotipi
%335, kontrolde %32, AG (heterozigot mutant) %40, %40 ve GG (homozigot mutant)
%25, %28 olarak belirlendi. Yaptigimiz bu arastirmada, Tiirk toplumunda, ATG16L1
(Thr300Ala) polimorfizminin prostat ve mesane kanserli hastalarla kontrol grubu

arasinda 6nemli bir fark olmadig1 bulundu.

Anahtar kelimeler: Prostat kanseri, mesane kanseri, ATG16L1 geni, Tek niikleotid polimorfizmi, RFLP
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SUMMARY
INVESTIGATION OF THE ATG GENE POLYMORPHISM IN THE PROSTATE
AND BLADDER CANCERS CASES

AYBUGA, Fatma
Nigde University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Civil Engineering

Supervisor : Assistant Professor Dr. Songiil BUDAK DIiLER
June 2016, 52 pages

Prostate and bladder cancers are the most common cancer in Western population and its
rate is increasing in the Eastern World. There are multiple reasons for the formation of
prostate and bladder cancer. Genetic and epigenetic differences play an important role
in the development of these cancers. Autophagy is usually an important mechanism
associated with survival at the cell. In this study, we aimed to determine if ATG16L1
(Thr300Ala) polymorphism is associated with an increased risk of developing Prostate
cancers (PCa) and bladder cancers (BCa) and to establish correlations between
ATGI6L1 genotypes and morphological parameters.This study included 269 healthy
controls and 131 patients (62 PCa and 69 BCa) with PCa and BCa. The ATG16L1
(rs2241880) gene regions were amplified using polymerase chain reaction (PCR),
detected by restriction fragment length polymorphism (RFLP). At the end of our
research, we found the genotype AG was prevalent on patients and controls (34% vs
42%), followed by genotypes AA (35% vs 27%) and GG (31% vs 31%) in PCa. The
prevalence of genotypes of AA (wild-type), AG (heterozygous mutant) and GG
(homozygous mutant) profiles for the Atgl6L1 Thr300Ala polymorphism were 35%,
40% and 25% respectively in BCa patients, and 32%, 40% and 28% respectively in
healthy control groups. The G allele frequency was 0.53 for in BCa patients and the
control groups. Any association was not found for ATGI6L1 (Thr300Ala)
polymorphism between patients with PCa and BCa and the control groups in Turkish

population.

Keywords: Prostate cancer, bladder cancer, ATG16L1 gene, single nucleotide polymorphism, RFLP



ON SOZ
Bu yiiksek lisans tezinde, prostat ve mesane kanseri hastalarinda Atgl 6L.1 (Thr300Ala)

gen polimorfizmi ¢alisilmistir.

Aragtirma konusunun belirlenmesinde, gerekli literatiirlere ulagmada, bilgi birikimi ve
Onerileri ile bana yol gosteren ve her tiirlii destegi saglayan danigsman hocam saym Dog.

Dr. Songiil BUDAK DILER’e tesekkiirlerimi sunarim.

Maddi ve manevi desteklerini hicbir zaman esirgemeyen ve bu noktaya gelmemde
biiyiik emekleri olan babam Saban AYBUGA ve annem Doéne AYBUGA’ ya

tesekkiirlerimi bir borg bilirim.

Bu calisma, Nigde Universitesi, Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan, Yiiksek Lisans

Tez Projesi olarak (FEB 2015-33, YULTEP) desteklenmistir.
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BOLUM I

GIRIS

Kanser, i¢cinde bulundugumuz 21. yiizyilin en 6nemli mediko-biyolojik problemlerinden
birini olusturmaktadir. Bu problemin metabolizmasi, giiniimiizde, hala tam olarak
cOziimlenememistir. Malign hiicre populasyonunun kontrolsiiz ¢ogalmasina neoplastik
biiyiime denir. Neoplazi patogenezinde, bir¢cok genetik faktorlerin rol oynadigi
kanitlanmis olsa da, neoplastik biiylimeye sebep olan karmasik molekiiler mekanizmalar
hala anlagilamamistir. Bunlardan, genetik hasarin, neoplazinin ana tetikleyici
mekanizmasi oldugu diisiiniilmektedir (Loktionov, 2004). Prostat, kolon ve meme
kanserlerinde otofajinin inhibisyonu, bu hiicrelerin radyo terapiyle 6liim oranini

artirmaktadir (Oz Arslan vd., 2011).

Prostat kanseri (PK), erkeklerde sik goriilen ve oliime sebep olan 6nemli bir kanser
tiriidiir (Tong ve Li, 2004). Epidemiyolojik calismalar, PK olan erkeklerin yaklasik
%10’nunun bir veya daha fazla akraba o ykiisiine sahip oldugunu gostermektedir. Birinci
derece de akrabasi PK olan bireylerin, digerlerinden 2-3 kat daha fazla bu hastaliga

yakalanma riskinin oldugu belirlenmistir (Beebe-Dimmer vd., 2014).

Kromozomlar iizerinde yapilan ¢aligmalarda, insan kromozomlarinin 3p, 7q, 9q, 10q,
11p, 13q, 16q, 17p ve 18q bolgelerinin PK’da dnemli rol oynadig diisiiniilmektedir
(Nihei vd.,1999; Ruddon, 1995; Singh vd., 2002; Vanaja vd., 2003). Ayrica, eNOS
geninin T-786C, G894T, intron 4 VNTR (4a/b) polimorfizmleri ile ilgili ¢esitli
caligmalar yapilmis ve bu gen bolgelerinin de prostat ve mesane kanseri ile iliskili
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Amasyali vd., 2012; Safarinejad vd., 2013; Sanli vd.,
2011; Verim vd., 2013).

Mesane kanseri (MK), idrar yollarinda en c¢ok goriilen kanser tiirleri arasinda,
erkeklerde dordiincii, kadinlarda yedinci swrada yer almaktadwr. Bu kanser cesidi,
cocuklar da dahil olmak {izere her yasta gozlenmekle birlikte, en ¢ok, orta ve ileri
yaslarda goriilmektedir. MK ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, Ras, AKT1, Pten, p53,

EGFR, Rb, c-myc gibi pek ¢ok gende mutasyon gbzlenmis ve bu mutasyonlarin,



hastaligin prognozu ile iliskili oldugu bulunmustur (Aveyard vd., 1999; Buyru vd.,
2003; Greenblatt vd., 1994; Knowles vd., 2009; Sardi vd., 1998).

Son yillarda, bilim adamlar1 tarafindan yapilan calismalarda, bugiine kadar bildigimiz,
programl hiicre 6liim mekanizmasi apoptoz ile programsiz hiicre 6liim mekanizmasi
nekroza ilave olarak, en az yedi 6liim mekanizmasi daha tespit edilmis ve bunlardan en

onemlisinin otofaji oldugu bildirilmistir (Oz Arslan vd., 2011).

Otofaji; hiicre i¢i biiyiik molekiillerin ve organellerin bir kesecik icine alinarak,
lizozomlara yonlendirilmesi ve burada lizozomla birleserek pargalanmasina yol agcan
onemli bir hiicre 6liim mekanizmasidir (CH Eng ve RT Abraham, 2011; Oz Arslan vd.,
2011). Bu mekanizmanin, oksidatif stres, biiyiime faktorii, besin yoklugu gibi bircok
stres durumunda hiicre i¢i geri doniisiimii saglayarak, hiicrenin hayatta kalmasina
yardim ettigi belirlenmistir. Ayrica morfogenesiz, hiicre farklilasmasi ve yaslanma gibi

durumlarda da islev gordiigii tespit edilmistir (Bordon, 2016., Izmirli vd., 2014).

Otofaji, makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracilikh otofaji olmak iizere, ii¢ alt
grupta incelenmektedir (Cuervo A., 2004; Izmirli vd., 2014). Bunlardan
makrootofajinin, protein ve hasar gormils organellerin parcalanmasinda,
Mikrootofajinin; sitoplazma igeriginin lizozom tarafindan yenilmesinde ve Saperon
aracilikli otofajinin ise, KFERQ (K, lysine; F, phenylalanine; E, glutamic acid; R,
arginine; O, glutamine) motifli proteinlerin lizozom zarina secici bir sekilde

tasinmasinda gorev aldig1 belirlenmistir ( Izmirli vd., 2014 ).

Otofaji mekanizmasinda, gorev yapan proteinlerin cogunun otofajiyle baglantili
proteinler (ATG; Autophagy- related proteins) oldugu tespit edilmistir. Ik olarak
mayada kesfedilen bu proteinlerin, ¢esitli kompleksler yaparak, otofagozom ve otofajik
kesecik (izolasyon membramnda) olusumunda gorev yaptigr belirlenmistir (Goziiagik,
ve Kimchi, 2004; Oz Arslan vd., 2011; Simsek ve Vatansever, 2014). Bu genlerden,
Atgl6L1 gen iiriinii proteininin, Atg5, Atgl2 ve Atg8 gen iiriinii proteinleriyle
kompleks yaparak, otofagozomda, ¢ift membran yapisinin olusumunda gorev aldigi
tespit edilmistir (Oz Arslan vd., 2011). Bu gende meydana gelen mutasyonlarin,

ozellikle inflamatuvar barsak hastaliklar1 ile iliskili olabilecegi ¢esitli caligmalarda



gosterilmistir (Csongei vd., 2014; Scolaron vd., 2014). Otofajinin hiicre i¢indeki 6nemli
islevini tistlenen genler Atgl6L1, Atg3, Atg5, Atg7, ve Atg9 olup, bu genleri tasimayan
farelerde otofajinin islevsel olmadigi ve bu farelerin besin yoklugunda dogumdan

hemen sonra 6ldiigii tespit edilmistir (Oz Arslan vd., 2011; Wiraman vd., 2012).

Biz de bu c¢alisgmamizda, ATG genlerinden olan ATGI16L1 gen polimorfiziminin,
prostat ve mesane kanseri ile iliskili olup olmadigini arastirdik. Ulkemizde, prostat ve
mesane kanserlerinde ATGI6L1 gen polimorfizm ile ilgili herhangi bir calisma
bulunmamaktadir. Yukarida verdigimiz bilgiler 1s18inda bu calismamizda, ilk kez Tiirk
toplumunda prostat ve mesane kanseri hastalarinda, ATGI6L1 gen polimorfizmi

dagiliminin incelenmesi amaclanmistir.



BOLUM I

GENEL BILGILER

2.1 Kanser

Kanser, canlinin normal yasamina zarar verecek sekilde kontrolsiiz hiicre boliinmesidir.
(Topaktas, 2014). Ik defa kanser terimi, Hipokrat (M.O. 460-377) tarafindan, yavas
gelisen ve iyilesmeyen yaralar icin kullanmistir. Latincede ‘cancer’ (Yunancada
‘carcinos’) yenge¢ anlamina gelmektedir. Yenge¢, diismanini kistirdiktan sonra uzun
lifli kollariyla avimi sikica tutarak ve yavas yavas kemirerek yer. Kanserde tedavi
edilmedigi taktirde, insam zayiflatip halsiz diisiiriir ve sonunda 0ldiiriir. Bu nedenle de
bu hastaliga kanser adi verilmistir (Atici, 2007; Cakmak, 2012; Senel ve Cirakoglu,
2003).

Canlilarda, kanserin gelismesine neden olan temel olay, kanser hiicrelerinin siirekli ve
kontrolsiiz olarak cogalmasidir. Normal kosullarda béliinen hiicrelerde, boliinmeyi
kontrol eden ii¢ farkli (G1/S, G2/M ve M) kontrol noktasinin oldugu bilinmektedir
(Topaktas, 2014). Kanser hiicrelerinde ise bu kontrol noktalar1 dogru ¢aligmadig icin,
hiicreler kontrolsiiz bir sekilde boliiniir ve tiim viicuda yayilirlar (Coopper ve Hausman,

2000).

Cevresindeki dokulara dagilmasi ve hastaligin davranig1 yoniinden kanser, iyi huylu
(selim) ve kotii huylu (maling) tiimorler olmak iizere ikiye ayrilir. fyi huylu (selim)
tiimorler; Bu tumorler cevre dokulara dagilmadan olustugu yerde kalirlar ve cerrahi
miidahale ile tedavi edilebilirler (Ornegin, deride ¢ikan sigiller). Kotii huylu (malign)
tiimorler; Bu tip tiimorler olustugu yerde kalmayip ¢evre dokulara, sonrada kan ve lenf
yoluyla biitiin viicuda yayilirlar. Kanseri bu kadar tehlikeli yapan da bu yayilma

ozelligidir (Topaktas, 2014).

Kiiltiir ortaminda, kanser hiicresini normal hiicreden ayiran belli bash 6zellikler

sunlardir;



e Kiiltiir ortaminda, normal hiicrelerin, biiylime faktorlerine bagli olarak belirli bir
yogunluga ulastigi anda boliinmeyi durdurdugu, fakat kanser hiicrelerinin hala
boliindiigii belirlenmistir.

e Kanser hiicrelerinin, hiicre dig1 biiyiime faktorlerine daha az gereksinim duydugu
veya zor durumda kalinca biiyiime faktorlerini kendisinin salgilayabildigi ve bu
0zelligi sayesinde hiicreyi siirekli cogalmaya sevk ettigi gosterilmistir. Bu olaya
da ‘otokrin cogalma uyarim1’ adi verilmistir.

e Normal hiicrelerin, kiiltiir ortaminda, birbirlerine degdigi andan itibaren
cogalmadigi, fakat kanser hiicrelerinin (kontak inhibisyonu olmadigi icin)
cogalmayi siirdiirdiigli gdzlenmistir.

e Kanser hiicrelerinin, dzel proteazlar salgilayarak, komsu dokularin matriksini
parcaladig1 ve bu dokularin igerisine girerek, cok hizli yayildiklar1 belirlenmistir
(Coopper ve Hausman, 2006). Ayrica, bulunduklar1 dokularda yeni kan damarlari
olusturarak (anjiyogenez), ¢ok cabuk biiyiidiikleri de tespit edilmistir (Seyfried
ve Shelton, 2010).

e Kanser hiicrelerinin (epitelyal kanserlerde), hiicre-hiicre ve hiicre-matriks
etkilesiminin diizensiz oldugu ve tutunma yeteneklerinin normal hiicrelere gore
daha az oldugu belirlenmistir.

e DNA hasari sonucu, normal hiicrelerde, hiicre, apoptoza girerken, kanser
hiicrelerinin apoptoza girmedigi ve normal hiicrelere gére daha uzun yasadigi

gozlenmistir (Coopper ve Hausman, 20006).

Sonu¢ olarak, insanlarda kanserin, sinyal iletimi proteinleri, kontak inhibisyon
proteinleri, hiicre siklusu diizenleyicileri, hiicre 6lim bilesenleri ile mutasyonlarin
taninmas1 ve tamirinde gorev yapan proteinleri kodlayan genlerde olusan hasarlarin

sonucu meydana geldigi gosterilmistir (Yildiz, 2012) .

2.1.1 Diinyada ve Tiirkiye’de kanser

Diinyada, 20. yiizyilda kanser, 6liim sebebi olarak 7-8. sirada yer alirken, giiniimiizde
kalp hastaliklarindan sonra 2. sirada yer almakta ve diinya saglik orgiitii verilerine, gore
her yil yaklasik, 12 milyon yeni kanser vakasi teshis edilmektedir (A¢ikgdz vd., 2011;
Bag, 2013; Dedeli vd., 2008).



GLOBOCAN 2012 verilerine gore, diinyada toplam 14,1 milyon yeni kanser vakasi
gelistigi ve 8,2 milyon kiside kansere bagh 6liim gerceklestigi bildirmistir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Globocan 2012 verileri (http://kanser.gov.tr/daire-faaliyetleri/kanser-
istatistikleri/860-yeni-d %C3 %BCnykanser-istatistikleri-
yay%C4%B 1 nland%C4%B 1.html)

Giiniimiizde, yiizden fazla kanser ¢esidi tanimlanmis ve en ¢ok tan1 konulan kanserlerin;
akciger (%13,0), meme (%11,9) ve kolon (%9,7) kanseri oldugu, kanserden 6liimlerin
ise en cok akciger (%19,4), karaciger (%9,1) ve mide kanserinden (%8.,8) oldugu tespit
edilmistir. Bu sekilde kanser artis hizinin devam etmesi durumunda, diinya niifusunun
artisina ve niifustaki yaslanmaya baglh olarak 2025 yilinda toplam 19,3 milyon yeni
kanser vakasi olacagi tahmin edilmektedir. Gerek kanser vakalarinin (%56,8), gerekse
kanserden kaynaklanan oliimlerin (%64,9), yarisindan fazlasinin, az gelismis iilkelerde

oldugu gosterilmistir (Saatgi, 2014).

Diinyada, 2020 yilinda yillik yeni kanser vaka sayisinin 2000 yilina gore %65’lik bir
artigla 17 milyona ulasacagi ongoriilmektedir. 2030 yilinda ise diinya niifusunun 8,7
milyara yiikselecegi, ayrica yillik 27 milyon yeni kanser vakasi goriilecegi ve gelecek 5
yil icinde, kanser tamist konmus insan sayisimn 75 milyona yiikselecegi

ongoriilmektedir (Bag, 2013).




Diinya saglik orgiitii verilerine gore, kanser goriilme sikligi, Danimarka’da binde 3,
Cekoslovakya, Bat1 Almanya, Italya ve Ingiltere’de binde 2,5-3 arasinda bildirilmistir.
Ayrica, Fransa, Polonya, Macaristan ve Dogu Almanya’da 2-2,5, Romanya’da ise 1,5-2

arasinda tespit edilmistir (Senel ve Cirakoglu, 2003).

Tiirkiye’de kanser goriilme sikligi en diisiik, yiiz binde 120 olarak hesaplanmis olup,
buda en az 75 bin yeni kanser hastas1 anlamina gelmektedir. Onceki kanser hastalarinin
da varligi hesaplandiginda, saglik hizmetlerinin kanser problemi ile ciddi anlamda
ortaya koymaktadir. Tiirkiye’de kanser, bildirilmesi zorunlu bir hastalik olmasina

ragmen tiim kanser vakalar1 kaydedilememektedir (Senel ve Cirakoglu, 2003).

Tim kanser cesitlerinin goriilme sikligi ve 6liim oranlari, bolgeler ve hatta kitalar
arasinda degisiklik gostermektedir. Bu degisiklik beslenme yasam bicimi vb bagh
nedenlerden kaynaklanmaktadir (Nural ve Akdemir, 2004). Ornegin sindirim sistemi
kanserleri, Japonya’da diger iilkelere gore cok daha fazla goriiliirken, ABD’ye go¢
etmis ikinci kusak Japonlarda bu kanserin goriilme siklifi Amerikalilara benzer

orandadir (Senel ve Cirakoglu, 2003).

Kanserin nedenleri % 5-10 genetik, % 90-95 cevresel etmenlerden kaynaklanmaktadir

(Ozkan ve Celik, 2009).

2.2 Prostat Kanseri

2.2.1 Prostat bezi

Insanda prostat bezi, erkek bireylerde mesanenin hemen alt kisminda yer alir ve bezin
ortasindan idrar bosaltiminda gorev yapan liretra gecer (Sekil2.2) (Akgiin, 2012). Bu
bezin gelisiminin lirogenitel siniisten bagladigi ve ilk olarak fetal gelisimin iiclincii
ayinda goriildiigii saptanmustir (Isler, 2015). Prostat bezi, erkeklerde, pelviste bulunan
en Onemli cinsel salg1 bezidir ve seminal sivinin bir boliimiinii olusturur (Akgiin, 2012;
Isler, 2012). Eriskinlerde normal agirligi 20 gram kadar olup, sekli ters cevrilmis
sikistirilmis koniye benzeyen, onemli bir bezdir (Sekil 2.2) (Akinci, 2011).
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Sekil 2.2. Prostat bezi (http://www.robostikcerrahi.us/index.php ?goto=prostatkanseri)

Bagslica gorevi bosaltim esnasinda idrar torbasindan idrari tasima ve spermin iletimini
saglamaktir. Bunun yani1 sira meni sivisinin icinde bulunan spermleri besleyen ve onlar1
kadin iireme sistemi igerisinde ilerlerken koruyan ©6zel bir protein salgilar (Yildiz,
2012). Prostat bezinin islevini bozan, genetik yatkinlik, yas, cografi ozellik, wk,
hormonlar ve pestisitler gibi faktorlerin, bezin kanserlesmesine neden oldugu

belirlenmigtir.

Prostat kanseri (PK); prostat bezindeki hiicre dongiisii ve hiicre oliimii arasindaki
dengenin bozulmasindan kaynaklanan bir kanser tiiriidiir (Sekil 2.3). Bir yashlik
hastaligi olup, tiim kanserlerin %32 sini olusturur ve toplumdaki insidansi yasin
ilerlemesiyle dogru orantili olarak artar (Sekil 2.4 ve Sekil 2.5). PK, tiimoriin biiyiiyiip
baski yapmasi sonucunda sik idrara ¢ikma, hematiiri, hematospermi gibi agrilarla ortaya
cikan bir kanser gesitidir (Akgiin, 2012). Prostat kanserinin bircok tipi bulunmustur.
Bunlar adenokarsinoma, musinézkarsinoma, prostatik duktal adenokarsinoma, saf
kiigiik hiicreli adenokarsinoma, skuamoz ve adenoskuamoz kanserler, sarkomatit
karsinoma (karsinosarkom), transizyonel hiicreli kanserler, maling mezensimal

timorler, prostatik epitelyal neoplazi (PIN), atipik kiiciik asiner proliferasyon



(ASAP)Y dir. Toplumda en cok adenokarsinomlarin goriildiigii belirlenmistir (Izmirli,
2010; Ergin vd., 2015).

Sekil 2.3. Prostat kanseri (http://www.urolojiistanbul.com/urolojik-hastaliklar/prostat-
hastaliklari/prostat-kanseri.html).

2.2.2 Epidemiyolojisi

Diinyada erkeklerde en sik goriilen kanserler prostat, akciger, kolon olup Tiirkiye’de bu
siralama akciger, prostat ve mesanedir (Cizelge 2.1. ). PK, 2012 yilinda olgun
insanlarda goriilen, 14.1 milyon kanserin %8’ni ve bu kansere bagl 8.2 milyon 6liimiin
de %8 ‘i olusturur (Isler, 2015). Amerika’da erkeklerde en sik goriilen kanser gesidi
iken (Taylor vd, 1996), Japonya’da erkeklerde oliimle sonuclanan hastaliklar iceresinde
yedinci sirada yer aldigi bildirilmistir (Yildiz, 2012). PK’nin, bati toplumunda en sik
goriilen kanser cesidi oldugu ve erkeklerde 6liime neden olan kanserler arasinda ikinci
sirada bulundugu belirlenmistir (Forszt vd, 2009; Labrie vd, 1999; Miislimanoglu vd,
2013; Ozcan, 2013; Stanford vd, 1997).

Cizelge 2.1. Uluslararasi kanser ajanst (IARC) tarafindan yayinlanan Globocan 2012
verilerine gore erkeklerde en sik goriilen ilk bes kanser cesidi (Aydin ve Boz, 2015).

Tirkiye Diinya [IARC’a 24iiye AB(28 iilke) ABD

1 Akciger Akciger Prostat Prostat Prostat

2 Prostat  Prostat Akciger Akciger Akciger

3 Mesane Kolorektal  Kolorektal Kolorektal Kolorektal
4 Kolorektal Mide Mide Mesane Mesan

5 Mide Karaciger Mesane Bobrek Bobrek




2.2.3 Etiyolojisi

Prostat kanserinin etiyolojisi, tam belli olmamakla birlikte, genetik (aile 6ykiisii), yas,
diyet, rk (etnik koken), sigara, alkol tiiketimi, hormonlar (androjen metabolizmasi)
pestistler ve cografik ozellikler gibi faktorlerin risk grubuna girdigi belirlenmistir. (Ao
vd, 2015; Akgiin, 2012; ; Ergin vd., 2015; Celik, 2015; Rybicki vd., 2004; Kosava vd.,
2010; Ozcan, 2013; Miisliimanoglu vd., 2013).

2.2.3.1 Genetik

Insanlarda prostat kanserinin goriilme sikligini etkileyen, 6nemli faktorlerden birinin
genetik yatkinlik oldugu belirlenmistir (Berrak, 2014; Forszt vd., 2009). PK, birinci
dereceden akrabalarin birinde var ise 2 kat (Beebe-Dimmer vd., 2014), ikisinde-iiciinde
varsa 5-11 kat daha fazla goriildiigii saptanmistir (Ingles vd., 1997). PK’nin %10
oraninda genetik gegisli oldugu diisiiniilmektedir. isve¢ ve ABD’de de yapilan bir
aragtirmada, prostat kanseri agisindan riskli 91 ailenin genetik incelemesi yapilmis ve
bu ailelerde 1. kromozomun uzun kolunda hassas bir bolgenin (1q24-25) bulundugu
ortaya cikarilmigtir. Arastirilan bu aile fertlerinde, prostat kanserinin, daha erken
yaslarda goriildiigii belirlenmistir (Akgiin, 2012; Stanford ve Ostrander, 2001). Insan
kromozomlarmda prostat kanserine yatkinliga neden olan bazi genler, 1q23-24 iizerinde
HPC1, 1g42-43 iizerinde PCAP, 1q36 iizerinde CAPB, 17p iizerinde HPC2, 20q13
tizerinde HPC20, Xq27-28 HPCX2 olarak tespit edilmistir (Schaid vd, 2004). Prostat

kanseri yatkinlik genlerinin devami (Cizelge 2.2)’ de verilmistir.

Cizelge 2.2. Prostat Kanserine yatkinligi olan genler (Konag ve Sozen, 2014).

Aile temelli linkaj Sporadik PK’sindan Onkogen  olanlarda

(baglant1)  analizine ve sorumlu timor supresor ise;

genom boyu iligkilendirme
(genomewide association
studies (GWAS)
calismalarina dayanarak;
RNASEL (HPC1), PCAP,
HPCX, CAPB, HPC20,
MSR1, ELAC2, HSD3B,
NBS1, CHEK?2

genlerinin basinda;
p53, PTEN, CDKNI1B
(p27), MX11, NKX3.1,
RB, GSTP1, KLF6,
CDKN2A, ATFB1

¢c-MYC, c-ErB2 (Her-
2 neu), BCL-2, PSCA,
ERG, ETV1,
AMACR, PIM1,
Hepsin, AR, CYP17,
SRD5A2, CYP3A4,
VDR, STATS
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2.2.3.2 Yas

Prostat kanserinde yas, en onemli risk faktorii olup, yas artikca prostat kanseri olma
ihtimalinin de arttig bildirilmistir (Ozcan, 2013; Gsur vd., 2010). Yapilan otopsi
sonuglarina gore; 30 yasindaki erkeklerin %30’unun, 50 yasindaki erkeklerin
%50’ sinin, 85 yasinin {izerindeki erkeklerin biiyiik bir cogunlugunun histolojik prostat
kanserine sahip oldugu tespit edilmistir ( Sekil 2.3 ve Sekil 2.4) (Akgiin, 2012).

Trakea, Brons Akciger I z7.9

Prostat IS 12,9

Kolorektal

Mesane

Mide

Larinks

Bobrek
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. 27

- 22
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0.0 10.0 20,0 20.0
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Sekil 2.4. 50-69 Yas Erkeklerde En Sik Goriilen Bazi Kanserlerin Yiizde Dagilimlari
(Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2011) Tiirkiye Kanser Istatislikleri, 2015).

Yapilan caligmalara gore, 40 yasin altinda nadir rastlanan bu kansere, 80 ve iizeri
yaslarda daha sik rastlandig1 gézlenmistir (Sekil 2.4) (Gsur vd., 2010). Diinyada, prostat

kanseri olanlarm dortte iiciiniin, 65 yas iistii kisilerde oldugu belirlenmistir (Isler,

2015).

FProstat
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Sekil 2.5. 80 ve Uzeri Yaslardaki Erkeklerde En Sik Goériilen Bazi Kanserlerin Yiizde
Dagilimlar (Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2011) (Tiirkiye kanser istatislikleri 2015).
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2.2.3.3 Cografik ozellik

Prostat kanserine yakalanma oranminin, cografik ozellikler yoniinden de farklilik
gosterdigi tespit edilmistir. Ozellikle Asya’da (Cin ve Japonlarda) diisiik oranlarda
goriiliirken, Kuzey Amerika ve Iskandinavya iilkelerinde daha yiiksek oranda goriildiigii

belirlenmistir (Akgiin, 2012).

2.2.3.4 Hormonlar

Bu kanserin gelisiminde streroidler ve 6zellikle androjen hormonlarinin etkili oldugu
tespit edilmistir (Akgiin, 2012; Gsur vd., 2010; Yamada vd., 2001). Androjenin,
testestoron, androstenedion, dihidrotestesteron (DHT)’u da iceren steroid yapidaki,
erkek seks hormonlarindan olustugu belirlenmistir (Berrak, 2014; Hacibekiroglu vd,
2015). Son yillarda, androjen biyosentezinde ve metabolizmasinda rol alan genlerin,

PK’ya yatkinligin1 gosteren caligmalar yapilmistir (Ntais v,. 2003).

2.2.3.5 Irk

Prostat kanseri insidansinin, populasyonlara gore farklilik gosterdigi, siyah irkta
goriilme oraninin, beyazlara gore yaklasik bir bucuk kat daha fazla oldugu belirlenmistir
(Akgiin, 2012; Polat, 2008 ). Bunun nedeninin, serumda yiiksek androjen seviyesi
oldugu gosterilmistir (Berrak, 2014). Bu kanserin, Asya kitasinda yasayan insanlarda,
Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa’da yasayanlardan daha az oldugu tespit edilmistir.
Ornegin, Japonya’da PK goriilme siklifmin (diyet ve yasam tarzindan dolayi),
Amerika’mn %10’u kadar oldugu bildirilmistir (Berrak, 2014; Isler, 2012; Tevriiz,
2011). Son yillarda iilkelerin farkli enlemlerinde de bu hastalifin insidansin degistigi
tespit edilmistir. ABD’nin kuzeyinde, glineyine gore daha fazla PK’ya rastlanmasinin
nedeni, enlem farkliligi, yogun enerjili yiyeceklerin ve kirmizi et tiiketiminin fazla

olmas1 gosterilmistir (Yildiz, 2012).

2.2.3.6 Pestisitler

Tarimsal bocek ilaci (organofosfathl ve siyanazin iceren) uygulayicilarinda, dzellikle

PK’nin goriilme riskinin artig tespit edilmistir (Keskin ve Aksoy, 2011).

12



2.2.4.7 Diyet

Hayvansal yag, kirmizi et, siit, alfa-linolenik asid ve kalsiyum gibi iirlinlerin asir
tiketiminin PK ile iliskili oldugu bulunmustur (Akgiin, 2012; Yidiz, 2012).
Fitoostrojen igeren soya ve domates bazl iirlinlerin, PK riskini azalttifi, ayrica,
selenyumun antioksidan etkisiyle immiin sistemi uyarmasi, apoptozun indiiklemesi ve
testesteron olusumunu inhibe etmesiyle tiimor olusumunu engelledigi tespit edilmistir.
Vitamin E (a-tokoferol) ile yapilan bir calismada, bu vitamini alan hastalarin
almayanlara gore PK insidansi ve mortalitesinde azalma oldugu saptanmistir (Akgiin,

2012).

2.3 Mesane Kanseri

2.3.1 Mesane

Mesane hamileligin 12.’inci haftasinda gelismeye baslar ve dortkenarli ters piramit
biciminde, pubik kemiginin hemen arkasinda, karnin en asagi noktasinda pelvisin
ortasinda yer alan miiskiiler bir organdir (Atalay, 2011; Uyar, 2014). Piramidin iist
kisminin peritonla ortiilii oldugu, arka yiizii ile rektum arasinda kadinlarda uterus
serviks, erkeklerde seminal vezikiil bulundugu belirlenmistir (Sekil 2.5). Erkeklerde
mesanenin, govde ve boyun olmak iizere iki kistmdan olustugu, boyunun prostat bezi ile
birlestigi ve 400- 500 ml idrar depolayabildigi tespit edilmistir (Sekil 2.5) (Kadioglu,
2014).
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Sekil 2.6. Erkekte ve kadinda mesane (Kadioglu, 2014).
Mesanenin boyu-sekli ve konumunun bos-dolu olmasina, yas ve cinsiyete gore degistigi
saptanmustir. Erigkinlerde bos oldugunda pelvis i¢inde, dolu oldugunda ise iist duvari
hipogastrik bolgeye dogru yiikselmis ve yuvarlak bir sekil almistir. Mesane diiz kastan
olusan, istemli olarak uyarilabilen (T11L2 sempatik ve S2-4 parasenpatik sinirler) tek
organ olup, superior ve inferior vezikal arter ile beslenir (Sari, 2007; Uyar, 2014).
Mesanenin {ireterler aracilifiyla bobrekten gelen idrari, yaklagik 500 ml hacme kadar,
kat1 maddelerde bir ¢okelme olmadan depolamak ve belirgin bir hacme ulasan idrar1

istemli bir sekilde disar1 atmak tizere iki onemli gorevi vardir (Atalay, 2011).

2.3.2 Mesane kanseri

Mesane kanseri (MK)’nin, iiriner sistemi etkileyen, dnemli bir kanser cesiti oldugu,

yapilan caligmalarla belirlenmistir (Zhou vd., 2015) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Mesane kanseri (http://www.webmd.com/cancer/bladder-
cancer/ss/slideshow-bladder-cancer-overview).

2.3.3 Epidemiyolojisi

Mesane kanseri (MK), tiim diinyada, sanayilesmeyle birlikte giderek artan bir kanser
cesidi olup, diinya genelinde % 2.1 6lim oranina sahiptir (Sari, 2007). MK’nin, 2013
yilinda, Amerika Birlesik Devletleri’nde, tahmini yeni tami sayisimin 72.570 ve 6lim
sayisinin (erkeklerde 4. sirada olmak iizere) 15.210 oldugu saptanmistir (Uyar, 2014; Li
vd., 2015).

2013 yili tahminlerine gore, prostat, meme, akciger, kolon ve melanomadan sonra
MK’dan o6liimlerin 6. sirada yer aldig1 ve erkeklerde goriilme sikliginin kadinlardan 4
kat daha fazla oldugu belirlenmistir (Uyar, 2014). MK’ nn, Iran’da 5. sik goriilen kanser
oldugu ve erkeklerde dordiincii sirada yer aldigi ( Ebadi vd., 2014), Cin’de ise, ilk on
kanser cesiti i¢cinde bulundugu ve 1991- 2005 yillar1 arasinda mortabilitesinde, hizli bir

artis oldugu saptanmistir (Zhou vd., 2015).

Tiirkiye’de yapilan istatistiklere gore, MK’nin prostat ve akciger kanserlerinden sonra
erkeklerde en sik rastlanan kanserlerden 3. sirada, kadinlarda ise 11°ci sirada yer aldigi
belirlenmistir. Tiirkiye’de MK’nin en ¢ok Karadeniz bolgesinde goriildiigii ancak son
yillarda I¢ Anadolu ve Ege bolgesinde de bu kanserde artis oldugu tespit edilmistir
(Uyar, 2014).
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2014 yili Diizce ili kayitlarina gore MK’nin %11,2 goriilme sikligr ile akciger
kanserinden sonra 2. sirada yer aldigi bulunmustur. Bu verilere gore MK’nin en yiiksek
insidansinin goézlendigi iller erkeklerde [zmir, Eskisehir, Trabzon; kadinlarda ise
Antalya, Eskisehir, [zmir olarak tespit edilmistir. En diisiik insidansin, erkeklerde Bursa,

kadinlarda ise Samsun oldugu goriilmiistiir (Kadioglu, 2014).

MK’nin wklar arasinda da farkliklar gosterdigi ornegin Amerikali beyaz erkeklerde
Amerikal1 zenci erkeklerden 2 kat daha fazla oldugu Amerikali beyaz kadinlarda ise
Amerikali zenci kadindan 1.5 kat daha cok tespit edilmistir. (Albayrak, 2011).
Erkeklerde kadinlardan daha cok goriilmesine ragmen, kadinlarda hastaligin seyrinin
daha kotii oldugu belirlenmistir ( Aslan ve Mammadov, 2010). MK prevalansinin,
gelismis lilkelerde gelismekte olan iilkelere gore 6 kat daha fazla oldugu ve en yiiksek
MK insidansinin Bat1 Avrupa, Kuzey Amerika ve Avusturalya’da goriildiigii tespit

edilmistir (Kadioglu, 2014).

2.3.4 Etiyolojisi

Mesane kanserine mesleki maruziyet, sigara kullanimi ( Zhang vd., 2014), pelvik
radyasyon, kronik irritasyon radyasyon, yas, ilaclar, gida maddeleri ve kimyasallar gibi
faktorlerin sebep oldugu belirlenmistir (Ebadi vd., 2014; Deng vd., 2015; Yidiz, 2010;
Yang vd., 2015; Hosen vd., 2015). Son yillarda yapilan arastirmalarda yanlis diyet ve
yasam tarzinin da MK i¢in Oonemli bir risk faktorii oldugu bulunmustur (Deng vd.,

2015).

2.3.4.1 Sigara

Sigaranin, iirotelyal kanserlerin %45°1 ile iliskili bulundugu ve MK i¢in 6nemli bir risk
faktorii oldugu tespit edilmistir. Riskin tiitiiniin i¢inde bulunan aromatik aminler, 4-
aminobifenil ve O-toludine’den kaynaklandigi belirlenmistir (Uyar, 2014). Sigara
kullananlarda, idrarla atilan bilesiklerin, alfa, beta ve naftilamin oldugu
diisiiniilmektedir (Albayrak, 2011). Sigarayr on yildan daha az icenlerde risk 2 kat
artarken, 40 yildan fazla icenlerde riskin 4 kat arttig1 saptanmistir. Normal populasyona
gore, sigaray1 birakanlarda uzun yillar sonra bile kansere yakalanma riskinin daha fazla

oldugu gozlenmistir (Kadioglu, 2014). MK’ya yakalanmis sigara i¢cen ve igmeyen
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kanserli hastalar karsilastirildiginda P53 mutasyonlarinin yer ve tipleri arasinda fark
olmadig1 fakat bu mutasyonlarin olusumunun sigara icenlerde daha sik oldugu

belirlenmistir (Yildiz, 2010).

2.3.4.2 Yas

Yapilan calismalarla MK insidansinin yasla birlikte arttigi, cocukluk da dahil olmak
lizere, her yasta goriilebildigi ve genellikle orta ve ileri yas hastalig1 oldugu saptanmistir

(Sekil 2.6) (Yaris ve Sabuncu, 2002; Polat, 2008; Aslan ve Mammadov, 2010).

40

35
30.9%

30 27.6%
25

20 18.5%

15 13.7%

10 7.3%
5

1.5%
0.1% 0.4% —

<20 20-34 35-44 45-54 55-B64 65-74 75-84 = &4

YAS
Sekil 2.8. Mesane kanserinin goriilme sikliginin yasa gore dagilimi (Uyar, 2014).

2.3.4.3 Mesleki maruziyet

MK’da boya, gaz, deri, lastik, petro kimya, rafineri iscileri, lagim is¢ileri ve laboratuar
teknisyenleri gibi ekzojen karsinojenle temasta bulunanlarin risk altinda oldugu tespit
edilmistir (Yildiz, 2010). Almanya’da yapilan bir calijmada endiistrilesmeye bagh
olarak (anilin boyalar1 iireten boya fabrikasi iscilerinde) yiiksek oranda MK saptanmis
ve bu kanserin c¢esitinin endiistrilesmeyle alakali olan ilk kanser c¢esidi oldugu
belirlenmistir. Boya sanayi, kuru temizleme, tekstil, lastik, kaucuk, aliminyum, dig
teknisyenleri ve kuaforler gibi pek ¢ok meslek grubunun da risk altinda oldugu tespit
edilmistir (Uyar, 2014).
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2.3.4.4 Genetik Faktorler

Mesane kanserinin gelisiminde 8. kromozomun p kolu iizerinde bulunan iki timor
baskilayici1 genin inaktivasyonunun ya da kaybimin rol oynadigi ortaya konulmustur

(Yaris ve Sabuncu, 2002).

Yapilan ¢alismalarla mesane kanserinin, Ras, AKT1, Pten, p53, EGFR, Rb, c-myc gibi
pek cok gende meydana gelen mutasyonlardan kaynaklandigi ve bu mutasyonlarin
hastaligin prognozu ile de iligkili oldugu belirlenmistir (Aveyard vd., 1999; Buyru vd.,
2003; Greenblatt vd., 1994; Knowles vd., 2009; Sardi vd., 1998).

2.3.4.5 Pelvik radyasyon

Pelvise uygulanan radyasyon miktarina ve siiresine gore bu kansere yakalanma riskinin

2-4 kat arttig1 tespit edilmistir (Yildiz, 2010).

2.3.4.6 Gida maddeleri

[Ik kez 1957°de yapay tatlandiricilar ile ilgili yapilan bir ¢alismada, bu maddelerin
kanserojen etkisinin oldugu ileri siiriilerek cay, kahve ve yagca zengin besin
maddelerinin asir1 tiiketiminin de mesane kanseri olma riskini artirdigt belirlenmistir

(Yildiz, 2010).

2.3.4.7 Bakteri ve Viriis

Bakterilerden 6zellikle, proteuslar ile E.coli’nin MK’ nin olusumundan sorumlu oldugu
ve genitoiiriner tiiberkiilozun da MK riskini arttigr bildirilmistir. Human Papilloma
Virtis (HPV)'tiin MK’daki roli ile ilgili yapilan calismalarda, celiskili sonuclar elde
edilmis ve HPV ile kontamine mesane kanseri olgularinin %2 ile %35 arasinda

degistigini gosterilmistir (Y1ildiz, 2010).
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2.3.4.8 flaclar

Mesane kanseri insidansinin, siklofosfamid ve bisiilfan gibi ilaglar1 kullananlarda 9 kat
arttigr ve latent siiresinin 8-10 yil oldugu saptanmustir. Yiiksek dozda, uzun siire (10
yillik 5-15 kg) fenasetin iceren analjezik kombinasyonlar kullanilmasinin renal pelvis
ve mesanede transisyonel hiicreli karsinom gelisme riskini artirdigl ayrica izoniazid
tedavisi alanlar ile opium bagimlilariin da risk altinda oldugu tespit edilmistir

(Ozbakir, 2006).

2.4 Otofaji

Otofaji (veya otofagositosis) Yunanca bir kelime olup, ‘Auto’ kendi kendini, ‘phagy’
yeme anlamina gelmektedir (Glick vd., 2010; Levine ve Kroemer, 2008; Yong ve
Klionsky, 2010). Otofaji, hiicrenin aclikla karsilastig1 fizyolojik kosullarda, besin elde
etmek icin hiicre igindeki yapilarin nasil pargaladigini ifade etmek amaciyla
kullanilmigtir (Arslan, 2011). Otofaji, 6karyotlarda evrimsel olarak korunmus bir hiicre
0lim yolagi olup tanimlanmasi 1960’I1 yillara uzansa da genlerinin varligi ancak 1990
yilinda mayalar lizerinde yapilan genetik ¢alismalar sonucunda belirlenmistir (Demirci,
2010). Bu yolagn, hiicre ici organeller ile makromolekiillerin bir kesecik i¢ine alinarak
lizozomlara yonlendirilmesi ve burada lizozomla birleserek parg¢alanmasina yol agcan
bir mekanizma oldugu tespit edilmistir (Sekil 2.7). Ayrica bu yolagin hiicreleri yap1
taglarina parcaladigr ve bu yapi taslarindan, hiicrenin ihtiyaci olan makromolekiilleri

yeniden olusturdugu da saptanmustir (Glick vd., 2010; Wirawan vd., 2012).

Hiicrede kisa omiirlii proteinlerin ubikitin proteozom sisteminde uzun dmiirlii proteinler
ile organellerin ise otofaji mekanizmalarinda parcalandigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda
otofaji mekanizmasinin yaslanma, hiicre 6liimii, morfogenesiz, hiicre farklilagsmas1 ve
bagisiklik sisteminin bir pargas1 olarak da gorev yaptigi tespit edilmistir. Otofaji
mekanizmasinda meydana gelen herhangi bir mutasyonun basta kanser olmak iizere
enfeksiyon hastaliklari, kas hastaliklari, Huntington, Alzheimer ve Parkinson gibi
norodejeneratif hastaliklarin ortaya c¢ikmasina sebep oldugu da ortaya c¢ikartilmistir

(Deretic ve Levine, 2009; Tan, 2014; Izmirli vd., 2014).
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Sekil 2.9. Otofaji mekanizmasi (Ozbal, 2014).

Bilim adamlar1 makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracilikli otofaji olmak iizere,
tanimlanmus ii¢ farkli otofaji tipi oldugunu belirlemislerdir (Kirkin vd., 2009; Cuervo,
2004; Shintani ve Klionsky, 2004; Cecconi ve Levine, 2008; Glick vd., 2010; Su vd.,
2015). Makrootofajinin (otofaji denildiginde genellikle bu otofajiden bahsedilir), hasar
gormiis organeller ile protein parcalarinin, cift kath zarh kesecikler (vezikiiller) icine
hapsedilerek bunlarin lizozomla birlesmesini ve lizozomal enzimler tarafindan
yikilmasin1 saglayan mekanizmayr olusturdugu (Sekil 2.8),(Cao ve Klionsky, 2007;
Klionsky, 2005;), mikrootofajinin, lizozom membraninin ice ¢okmesi ile sitoplazmanin
lizozom tarafindan dogrudan yenilmesini ve saperon aracilikli otofajinin ise KFERQ
motifli proteinlerin lizozom zarina se¢ici bir bicimde taginmasini saglayan otofaji yolagi

oldugu tespit edilmistir (Izmirli vd., 2014; Wirawan vd., 2012) (Sekil 2.10).

Lizozom

Mikrootofaji

Sekil 2.10. Makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracilikli otofaji (Wirawan vd.,
2012).

20



Otofaji mekanizmasinda rolii olan proteinlerin ¢ogunun ‘otofajiyle baglantili proteinler’
(“Autophagy- related proteins”) ya da kisaca Atg proteinleri adin1 aldig1 ve giiniimiizde
31’dan fazla Atg geninin oldugu saptanmistir (Itakura vd., 2008). Bu genlerin
memelilerdeki ortologlar Cizelge 2.3’te gosterilmistir. Atg proteinlerinin c¢esitli
proteinlerle kompleksler yaparak ‘otofagozom’ ve ‘otofajik kesecik’ (izolasyon
membraninin) olusumunda gorev yaptigi belirlenmistir. Hiicrede otofagozomlarin
preotofagozomal olusum merkezi (preautophagosomal structure, PAS ) ad1 verilen ve
memelilerde endoplazmik retikulum ile mitokondrinin arasina serpistirilmis yapilarda
ortaya ¢iktig1 saptanmistir. Izolasyon membraninin kaynagi tam olarak belli olmasa da
en c¢ok kabul edilen model ya bu membramn yeni sentez edildigi ya da endoplazmik
retikulum ve mitokondri gibi organellerin diy membranindan kaynaklanabilecegi

yoniindedir (Glick vd., 2010; Oz Arslan vd., 2011 ;Yang ve Klionsky, 2010).

Cizelge 2.3. Otofaji genlerinin memelilerdeki ve mayalardaki isimleri (Xu vd., 2015).

Maya Memeli
Atgl ULK1
Atg2 Atg2
Atg3 hAtg3/hAPG3
Atg4 hAtg4A
AtgS hAtg5/hAPGS
Atg6 Beclin-1/Vps30
Atg7 hAtg7/HsGSA7
Atg8 LC3

Atg9 Atg9
Atgl0 .

Atgl2 hAtg12/hAPG12
Atgl3 Atgl3
Atgl4 Atgl4L
Atgl6 Atglé6L1
Atgl7 FIP200
Atgl8 WIPI
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2.4.1 Otofajinin basamaklari
Otofaji mekanizmasi 5 basamakta incelenmistir (Sekil 2.9), (Glick vd., 2010).

1) Baslatilma ATG/ULK(unc 5- benzeri kinaz)

2) Cekirdeklenme Beclin-1 / sinif III PI3K(fosfotidinositol-3 kinaz) bileseni
3) Zar uzamasi ATG12 ve ATG8/LC3 iki ubikitin benzeri sistem

4) Toplanma trans membran ATG9 ve fagofor olusumu i¢in ATG proteinleri

5) Lizozom ile birlesme ve yikim (Ulutas, 2015).

1 Baslatilma

TGFt I-—Rapanﬁs‘a

B R e T
»

3 Otofagozom 5, Lizozom le Birlesme ¢ yyjom

: : 3. Zar Uzamasi

)

Sekil 2.11. Otofaji mekanizmasi baglatilma, ¢ekirdeklenme, zar uzamasi, toplanma ve
yikim1 (Mehrpour vd., 2012).
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2.4.1.1 Otofajinin baslama asamasi

Memelilerde otofajinin ULK kompleksiyle (ULK1, ULK2, Atgl3, FIB200, AtglO1)
basladigt bu kompleksin mTORC1’in (mammalian target of rapamicin multiprotein
complex 1) etkisi altinda bulundugu ve mTORCI’in besinin bollugunda Atgl3’ii
fosforile ederek otofajiyi baskiladigi fakat herhangi bir stres durumunda ise
mTORCI’in engellenerek AMPK (AMP bagimh kinaz) etkinlestirdigi belirlenmistir.
Sekil 2.12°de besin yoklugunda mAtgl3’iin defosforile olarak ULK1/2 ve FIP200
(Atgl7)’e baglandig1 ve otofajiyi baslattig1 gosterilmistir (Simsek ve vatansever, 2014;
Jung vd., 2009).

Translokasyon

EH
nﬂkleu?\\

sitosol .
LLEKinaz=]

Kompleks

ER membrane

Sekil 2.12. Otofajinin baslatilma asamasi (Tezil, 2012).
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2.4.1.2 Cekirdeklenme asamasi

Cekirdeklenme asamasinda zarin olusabilmesi i¢in gerekli olan protein ve lipitlerin,
PAS (preotofagozomal) denilen bolgede toplandigr belirlenmistir. Sif 111
PI3Ki/Beclin-1’in bilesenleri olan hVPS34, belcin-1 ve P150 ile etkilestigi ortaya
cikarilmigtir (Sekil 2.11) ( Ulutas, 2015).

2. Cekirdeklenme

Sekil 2.13. Cekirdeklenme asamasi (Ulutas, 2015)

2.4.1.3 Uzama asamasi

Otofagozomun zarinin uzamasi ve kesecik halini almas1 asamasinda iki ubikutin benzeri
sistemin birlesmesiyle olustugu tespit edilmistir. Ik asamada Atgl2 proteinin Atg5
proteinine kovalent olarak baglandig1 sonra bu kompleksin (Atgl2-Atg5) Atgl6 (Atg7
ve AtglO’nun araciligiyla) ile birleserek izolasyon membranin dis yiizeyine
baglandiklar1 belirlenmistir (Glick vd., 2010; Virgin ve Levine, 2009). Daha sonra bu
yapinin ikinci iibikitin benzeri sistem olan Atg8 proteinin bir fosfodiletanalomin (FE)
yag molekiiline kovalent olarak baglanmasimi sagladigi saptanmistir. Yapilan
caligmalarla Atgl2-Atg5-Atgl6 kompleksinin ve Atg8 proteininin FE’ye baglanmasi
(PAS’a zar taginmasi ve zar uzamasi i¢cin gerekli) i¢in gerekli bir kompleks oldugu
bulunmustur. Atg4’tin  kesecik olusumundan sonra iglevi tamamlanan  Atg8
proteinlerini yagdan keserek yeniden kullanilmasini saglayan bir protein oldugu ortaya

cikartilmistir (Sekil 2.12) (Oz Arslan vd., 2011).
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Sekil 2.14. Zar uzamasi i¢in iki ubikiitin benzeri sistemin olusumu (Stappenbeck vd.,
2011).

2.4.1.4 Toplanma asamasi

Atg9 otofaji yolaginda tek transmembran protein olup fagofor uzamasi i¢in bu proteinin
katilmmiyla birlikte, lipitler ve proteinlerin toplanmaya baglandigi tespit edilmistir.
Hiicrede besinin bol oldugu durumlarda Atg9’un, golgi ve ge¢c endozom bdolgesinde
toplu halde bulundugu ayrica Atg9’un dagilimimin ULK tarafindan kontrol edildigi
belirlenmistir (Ulutas, 2015).

2.4.1.5 Lizozomla birlesme asamasi ve y1ikim

Rap7 proteininin otofagozom ve lizozom kaynasmasi ile otolizozom olusmasini
sagladigit ayrica LAMP1 VE LAMP?2 lizozom proteinlerinin de bu kaynasmada rol
oynadigi saptanmistir (Ulutas, 2015).

2.4.2 Otofajinin diizenlenmesi

Otofajinin aktivitesi i¢in aglik, hipoksi ve stres gibi durumlarin olmasi gerektigi ve bu

mekanizmanin TOR yolag: ile diizenlendigi belirlenmistir. TOR (memelilerde mTOR:
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mammalia Target of Rapamisin), ilk olarak mayada mantara kars1 gelistirilmis olan
rapamisin hedefi olarak belirlenmistir. mTOR bir¢cok canlida evrimsel olarak korunmus
289 kDa’luk bir Serin-Treonin (Ser/Thr) kinazdir (Onel, 2015). mTOR kompleksi
mTORCI1 ve mTORC2 olmak iizere iki alt {initeden olusur ve bu alt {initeler hiicrede
farkl1 gorevler tistlenmislerdir (Yang ve Klionsky, 2010). Bunlardan mTORCI1, elF-4E
bagimli protein ve S6 kinaz araciligiyla hiicre biiylimesi ve ¢cogalmasini kontrol ederken
mTORC2 ise AKT, SGK1 ve PKC’yi fosforile ederek hiicre hayatta kalimi ve hiicre
iskeletinin organizasyonunu kontrol ettigi belirlenmistir (Onel, 2015). Hiicrede besinin
bol oldugu kosullarda, mTor kompleksinin, bir otofaji proteini olan Atgl3’ii fosforile
ederek otofajiyi baskiladigi saptanmistir. Aclik durumunda ise, mTor kompleksinin
baskilanmas1 sonucu, Atgl3’iin defosforile oldugu ve ULK (Atgl)’e baglanarak
otofajiyi uyardig1 gosterilmistir. Otofajiyi uyaran kompleksin ULK:Atg13:FIB200
(Atg17) bilesenlerinden olustugu ve otofajiyi aktif hale getirdigi tespit edilmistir. (Oz
Arslan vd., 2011).

2.4.3 Otofaji ve kanser

Otofajinin hiicreyi besin yoklugu gibi cevresel degisikliklere karsi koruyan bir
adaptasyon mekanizmas: oldugu belirlenmistir (Su vd., 2015). Ornegin aglhk
durumunda hiicrenin aminoasit, yag asitleri ve niikleotid gibi makromolekiil 6nciilerini
saglamak amaciyla, otofaji mekanizmasim kullandig: bildirilmistir (Demirci, 2010). Bu
goriisli destekleyen Kuma ve arkadaslari, memelilerin yasayabilecegi en biiyiik stresin
dogum aninda anneden gelen kan akiminin kesilmesi ve bu durumunda da yavruyu

koruyan temel mekanizmanin otofaji oldugu ileri siirmiiglerdir (Kuma vd., 2004).

Otofajinin karsinojenezdeki roliiniin oldukca karmasik oldugu ve kanserde ikili rol
oynadig tespit edilmistir (Sekil 2.13). Kanserin erken evresinde bir timor supresor gibi
gorev yaptigi ileri evresinde (tiimorde smirli anjiyogenezden dolayi, besin yoklugu ve
hipoksik durumunda) ise kanser hiicrelerinin hayatta kalmasma yardimci oldugu
belirlenmistir (Sekil 2.13) (Choi, 2012; Karakas ve Goziiacik, 2014; Ogier-Denis ve
Codogno, 2003).
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Sekil 2.15. Otofaji ve kanser (Ogier-Denis ve Codogno, 2003)

Kanser ve otofaji arasindaki iliski arastirildiginda biiyiime faktorlerinden yoksun timor
hiicrelerinde otofajide artis oldugu hiicrenin 6liimden otofaji ile kactig1 ve hiicrelerdeki
otofaji inhibe edildiginde, hiicrelerin apoptoz ile 6ldiigii gézlenmistir (Demirci, 2010).
Otofaji mekanizmasinin kanser hiicrelerinde, normal hiicrelere kiyasla daha az islevsel
oldugu da belirlenmistir. Ayrica otofajinin tiimor hiicrelerini 6liimden koruyan bir
mekanizma olduguna dair hipoteze karsi son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda kanser
olusumunu Onleyici bir mekanizma oldugu da gosterilmistir. Ornegin otofaji
genlerinden, BECN geninde meydana gelen hasar sonrasinda hiicrelerde tiimor
olusumunda artig oldugu fakat BECN’nin asir1 ekspresyonunda ise tiimor olusumunun
azaldig tespit edilmistir. BECN geninin prostat kanseri olgularinin %40’da meme
kanseri olgularinin %50’sinde ve over kanseri olgularimn %75’ inde mutasyona ugradigi

belirlenmistir (Zhi ve Zhong, 2015).

Kolon kanseri, hepatoselliiller karsinom, servikal kanser ve santral sinir sistemi
kanserlerinde de BECN ekspresyonunda azalma oldugu gozlenmistir (Demirci, 2010).
Becnl’in memelilerde Atg6/vps30’un karsiligi oldugu ve otofagozom olusumunda

gorev yaptig1 belirlenmistir (Seving, 2013; Jiang ve Mizushima, 2014).

Beclin-1’in otofajinin baslangic asamasi olan ¢ift zarli otofagozom olusumunda temel

otofaji proteini oldugu ve BECN 1 geni tarafindan kodlandig1 saptanmistir. Beclin-1’in
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diger otofaji proteinleri (Vps34, p150, UVRAG, Bifl, Atgl4L, Rubicon) ile etkileserek

otofagozomu olusturdugu belirlenmistir (Siiner, 2013).

Son yilarda, otofaji genleri ile ilgili yapilan ¢aligmalarda bu genlerde meydana gelen

mutasyonlarin cesitli hastaliklarla iligkili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. Otofaji gen/proteinlerinin iligkili oldugu hastaliklar (Karakas ve Goziiagik,

2014)
Gen/Protein Kansef.e M Ol. acan Hastalik
degisiklik
UlkI/Atgl Gen anlatiminin artmasi Ozefagus skuamoz hucrg karsinomu
Gen anlatiminin azalmasi Meme kanseri
ATG2B Cergeve kaymasi mutasyonu Mide kanseri, kalin bagirsak kanseri
ATG3 Gen anlattminin azalmasi miyelodisplatik sendrom
ATG4B Gen anlatiminin artmasi kronik miyelositer 16semi
i as 1R Cve Mide ve kalin bagirsak kanseri
kaymasi mutasyonu
. Astim hastalig1
ATGS Genetik varyasyon Trioid kanse%
Gen anlatiminin azalmasi Dogal katil hiicreler, kalin bagirsak kanseri,
mide kanseri. Hepatoselliiler kanser
Gen anlatiminin artmasi Kronik miyelositer 16semi
Gen anlatiminin azalmasi Meme kanseri, beyin tiimorleri hepatesoluler
kanseri melonomlar osteosarkom
BECNI1(Atg6) Mutasyon _ Yumurtalik, meme ve prostat kanseri
Gen metilasyonuna bagli .
Meme kanseri
anlatim azalmasi
Gen anlatiminin artmasi Kronik miyelosit 16semi, kolon
Gen anlatiminin artmas: Meme kanseri, gastrointestinal kanser, pankreas
LC3(Atg8) kanseri
Gen anlatiminin azalmasi Akciger kanseri, melonomas, Gliyoblastom
ATGYB Cerceve kaymas1 mutasyonu Kalin bagirsak kanseri , mide kanseri
Kalin bagirsak kanseri (Transkripsiyonun
ATG10 Gen anlatiminin artmasi —
Genetik varyasyon Meme kanseri
ATG12 Cergeve kaymasi mutasyonu Mide kanseri, kolon kanseri
Genetik varyasyon Kalin bagirsak kanseri, trioid
Gen anlatiminin artmasi Skuamoz hiicreli karsinom
ATG16L1
T300A mutasyonu Crohn hastalifina yakalanma riskinin artmasi
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BOLUM 111
MATERYAL METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Hastalar

Bu caligmada, Nigde Devlet Hastanesi ile Liileburgaz Devlet Hastanesi Uroloji
Poliklinigi’ne bagvuran, prostat ve mesane kanseri tanist1 konulmus (62 prostat, 69
mesane kanserli) hastalarin kanlarinda elde edilen DNA 6rnekleri ile kontrol grubu
olarak, hasta olmayan ve saglikli bireylerin (prostat kontrol 113, mesane kontrol 156)
kanlarindan (Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Etik Kurulu tarafindan verilen

rapora uyularak, KAEK 2013-29) izole edilen DNA 6rnekleri kullanilmistir.

Yapilan bu calismada, Erciyes Uni. KAEK, 2015/164 No’lu etik rapor dogrultusunda

hasta ve kontrol grubu DNA’lar1 kullanilmigtir.

3.1.2 Primerler

Polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR) kullanilan primerler, Ella Bliotech GmbH,
ALMANYA’ya sentezlettirilmistir. Calismada kullanilan primer dizileri Cizelge 3.1.

de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan primer dizileri ve enzim

i izisi ENZIM
Gen Adi SPN no Primer dizisi
Forward
ATGLI6L1 152241880 5'CTCTGTCACCATATCAAGCGTGG-3' Lwel
(SfaNI)
Reverse
5'TCTAGAAGGACAGGCTATCAACAGATG-
3'
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3.1.3 Kimyasallar

2XTaq Master Mix
Ethidium bromide
Tris- Acetate- EDTA buffer

Agoroz (Biyoteknoloji Grade)

100 bp DNA Ladder
50 bp DNA Lader
6X DNA Loading Dye

3.1.4 Restriksiyon endoniikleazlar

vivantis, MALEZYA

abm, KANADA

sigma, ALMANYA
sigma, ALMANYA

abm, KANADA
abm, KANADA

thermo scientific,

AMERIKA

RFLP (Restriksiyon parcacigi uzunluk polimorfizmi) reaksiyonunda kullanilan enzim,

enzim tanima ve kesim bolgesi, tavsiye edilen tanpon ¢ozeltileri, onerilen sicaklik ve

enzimi saglayan firmalar Cizelge 3.2 *da verilmistir.

Cizelge 3.2. Caligmada kullanilan enzim ve tanpon ¢ozeltisi

Restriksiyon . o .
endoniikleaz | Kesim Tampon ¢ozelti Uygun Uretici
bolgesi sicaklik firma
Lwe I GCAT 33mM tris acetat, 10mM 37°C Fermantas,
(SfaNT) C magnezyum asetat, (Amerika)
66mM potasyum
g GTA asetat,0,IMG/mIBSA
(pH7.,9)

3.1.5 Polimeraz zincir reaksiyonu malzemeleri

PZR i¢in; 2XTaq Master Mix [0.05 U/ pl Thermus aquaticus DNA polimeraz enzimi,
1,25X PZR tanponu, (0.4 M Tris-HCI, 0.1M (NH4),SO4, %0,1w/v Tween-20), 1.5 mM
MgCl,, ayrica, her biri 200/ul olan dATP, dCTP, dGTP, dTTP] (vivantis, Malezya) seti
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ve distile su (ddH,O) kullanildi. PZR reaksiyonlari, 0,2 ml’'lik steril tiipler ( Axygen,
Amerika) icerisinde ‘Eppendorf Mastercycler Personal’ kullanilarak yapildi.

3.1.6 Standart tamponlar ve icerikleri

Calismada kullanilan standart tamponlar ve igerikleri Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan tampon ve igerikleri

Standart Tampon Icerik
Tris-Asetat EDTA Tanponu 242¢g Tris, 57,1 ml Glasiyal asetik asit,
(TAE)(50X) 0,05M (pH:8.0) EDTA, ddH,O ile

1000ml’ ye tamamlandi.

%15 fikol, %0.05 bromofenol mavisi,
Agaroz jel yiikkleme tamponu (6X) 9%0.05 ksilen siyanol.

3.2 Yontemler

3.2.1 DNA izolasyonu

Bu arastirma retrospektif bir caliyma olup daha 6nce Cukurova Universitesi Tip
Fakiiltesi Klinik Etik Kurulu “Prostat ve mesane kanserlerinde Nitrik Oksid sentaz geni
polimorfizmlerinin arastirilmasi” bashikli KAEK 2013-29 numarali ¢alismadan elde
edilen genomik DNA’lar bu calisma icin kullanilmigtir. Calismamiz icin tekrar Erciyes

Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan rapor alinmistir (2015/164).

3.2.2 Polimeraz zincir reaksiyonu

Calismada PZR teknigi genomik DNA’nin ¢ogaltilmasi i¢in kullanildi. PZR hacmi 0,2
ml olan steril reaksiyon tiiplerinde (Axygen, USA) gerceklestirildi. Her reaksiyon i¢in
hazirlanan PZR karigiminin son hacmi ddH,O ile 25 pl’ye tamamlandi. Cogaltilan hedef
gen bolgesi i¢in hazirlanan PZR karisiminda, 100 ng genomik DNA, her ornek icin 12ul
2X master mix her biri 0,5 pl olmak iizere ‘forward ve reverse’ primerler kullanildi.
Scolaro vd.,(2014)’e gore PZR kosullar1 modifeye edilerek (94 C 3dk (6n
denatiirasyon), 94 C’ 30 sn( denatiirasyon), 55 C* 40 sn (hibritlesme) , 72 C 40 sn
(uzama), 35 dongii yapildi.
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Fotograf 3.1. DNA’dan PCR yontemi ile cogaltilan ATG16L1in jel goriintiisii

3.2.3 Restriksiyon endoniikleaz analizi

Restriksiyon endoniikleaz (RE) reaksiyonu, iiretici firmanin Onerilerine gore, modifiye
edilerek yapildi. ATG16L1 geninin, rs2241880 bolgesi icin Lwel (SfaNI) enzimi ve her
bir reaksiyon igin toplam 20 ul’lik hacim kullanildi. Enzim kesim reaksiyonu, (37°C de)
bir gece bekletilerek gerceklestirildi.

3.2.4 Agoroz jel elektroforezi

PZR ve restriksiyon endoniikleaz analizleri sonrasinda reaksiyon iiriinlerini incelemek
icin agoroz jel elektroforezi kullamldi. Tiim PZR iiriinleri i¢in %1,5’luk konsatrasyonda
agaroz jel (0.6 g agaroz, 40ml 0.5X TAE) kullanildi. Jel tanki, dH,O ile temizlenip,
taraklar konularak hazirlandi. Agaroz hassas terazide tartildi ve uygun konsatrasyon igin
gereken miktarda TAE’ de coziildii. Mikrodalga firinda agaroz jel eritildi ve soguyan
jele 1 pg/ml Etidyum Bromiir eklenerek jel tankina dokiildii. PZR iiriinleri yiikleme
tanponu ile karigtirilarak jele yiiklendi ve 100 V oraninda bir elektrik geriliminde 15-30
dakika yiiriitiildii. Jeldeki bantlarin goriintiilenmesi icin MS UVY transluminator cihazi
ve Olympus 40X kameras1 kullanildi.
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3.3 istatistiksel Analizler

Prostat ve mesane kanseri hastalarla kontrol gruplarinda yer alan bireylerin istatistiksel
degerlendirmesi SPSS 15.0 For windows paket programi kullanildi. Risk oranlar1 (OR:
odds ratio) ve giivenilirlik araliklar1 (Cl: %95 confidense interval) tespit edildi.
ATGI6L1 genindeki homozigot ve heterozigot genotiplerin frekansi1 ile allelik
frekanslar hem prostat kanseri hasta ve kontrol gruplarinda, hem de mesane kanseri
hasta ve kontrol gruplari arasinda Khi Kare (x* ) analizi ile karsilastirma yapild:.
Ayrica Hardy-Weinberg analizi i¢in Michael H. Court'un (2005-2008) online hesaplama

islemi kullanildi.
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BOLUM 1V

BULGULAR VE TARTISMA

Cizelge 4.1 prostat kanseri hastalar ile kontrol grubunun demografik Ozelliklerini
gostermektedir. Bu aragtirmada 62 prostat kanseri hasta ve 113 saglikli birey (kontrol
grubu) analiz edildi. Prostat kanseri hastalar ile kontrol grubunda yas, cinsiyet ve sigara
icme durumu gibi demografik 6zellikler arasinda istatistiksel olarak dnemli bir bulguya

rastlanmadi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Prostat kanseri hastalar ile kontrol grubunun demografik 6zellikleri

Parametreler Prostat kanseri Kontrol p
(n=62) (n=113) Degeri
Yas 72.83 £ 7,60 71.60 £7,09 0.28
Sigara Iciyor 12(69.66 £6,40) | 47(71.46 +6,20) 0.37
Durumu _
Igmiyor 50 (73.60 £7,72) | 66 (71.69+7,71) 0.19

p<0.05

Prostat kanseri hastalar ve kontrol grubu arasindaki ATGI16L1 polimorfizmi ig¢in
genotip dagilimlar1 (Cizelge 4.2) ve yiizde degerleri (Sekil 4.1) ile allel frekanslari
(Cizelge 4.2) ve yiizde degerleri (Sekil 4.2) goriilmektedir. ATG16L1 polmorfizminin
genotip dagilimi degerlendirildiginde, Hardy-Weinberg esitligi bakimindan hastalarda
sapma goriiliirken ()(2 = 6,388, p=0.011), kontrol grubunda herhangi bir sapma
goriilmedi (x> =2.501, p=0.11).

ATGI6L1 polimorfizmi i¢in prostat kanseri hastalar ile saglikli bireyler arasinda hem
genotip dagilimlart (AG: p=0.177; OR=1.676; CI=0.790-3.556 ve GG: p=0.452;
OR=1.351; CI=0.617-2.959) hem de allel (p=0.407; OR=1.204; CI=0.776-1.866)

frekanslar1 acisindan istatistiksel olarak 6nemli bulgulara rastlanmadi (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Prostat kanseri hastalar ile kontrol grubunda, ATG16L1 polimorphizminde
genotip ve alel frekanslar1 dagilimi

Gen/Gonotipler | Hastalar | Kontrol |P Odds (CI) % 95
n=62 n/% |n=113n/% | Degeri| ratio
(OR)
ATG16L1
AA[22(35) 30 27) A T -
AG |21 34) |48 (@2) 0177 | 1676 | 0.790-3.556
Aleller  ™"GGT1931) [3531) [0452 | 1351 | 0.617-2.959

A |65 (56) |108 (48)
G |59 44) |118(52) (0.407 1.204 0.776-1.866

5 42 B Patients M@ Controls
40
35
30
25
20
15

10

AA AG GG

Sekil 4.1. Prostat kanseri ve kontrolde ATG16L1 polimorfizminin genotip dagiliminin
yiizde % degerleri
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HA EG

Sekil 4.2. Prostat kanseri ve kontrolde ATG16L1 polimorfizmi allel frekansinin yiizde

(%) degerleri.

Cizelge 4.3 Mesane kanseri hastalar ile kontrol grubunun demografik 6zelliklerini

gostermektedir. Bu arastirmada, 69 mesane kanseri hasta ile 156 saglikli birey (kontrol

grubu) calismaya dahil edildi. Mesane kanseri hastalar ile kontrol grubunda, yas,

cinsiyet ve sigara igme durumu gibi demografik ozellikler arasinda istatistiksel olarak

onemli bir bulguya rastlanmadi (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Mesane kanseri hastalar ile kontrol grubunun demografik 6zellikleri

Parametreler Mesane Kanseri Kontrol p
(n=069) (n=156) Degeri
Yas 62.07 + 10,48 61.81 + 14,25 0.89
Cinsiyet | Erkek 61(63.27£13,22) 126 (63.96 +8,76) 0.72
Bayan 8 (52.87 +17,37) 30 (52.80 £15,10) 0.99
Sigara Igiyor 36 (60.78 £9,68) 53 (62.47 £11,78) 0.47
Durumu  Fiemiyor | 33(63.48+11,26) 103(61.47+15,42) 091
p<0.05

Mesane kanseri hastalar ve kontrol grubu arasindaki ATG16L1 polimorfizmi igin

genotip dagilimlar1 (Cizelge 4.4) ve yiizde degerleri (Sekil 4.3) ile allel frekanslari
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(Cizelge 4.3) ve yiizde degerleri (Sekil 4.5) goriilmektedir. ATG16L1 polmorfizminin
genotip dagilimi degerlendirildiginde, Hardy-Weinberg esitligi bakimindan hastalarda
sapma goriilmezken ()(2 = 2,234, p=0.134), kontrol grubunda sapma goriildii ()(2 =
6.488, p=0.010).

ATGI6L1 polimorfizmi icin mesane kanseri hastalar ile saglikli bireyler arasinda hem
genotip dagilimlart (AG: p=0.856; OR=0.941; CI=0.486-1.821 ve GG: p=0.566;
OR=0.805; CI=0.383-1.690) hem de alel (p=0.537; OR=1.135; CI=0.759-1.697)

frekanslar1 acisindan istatistiksel olarak 6nemli bulgulara rastlanmadi Cizelge 4.4.

Cizelge 4.4. Mesane kanseri hastalar ile kontrol grubunda, ATG16L1
polimorphizminde genotip ve alel frekanslar1 dagilimi

Gen/Gonotipler Hastalar | Kontrol |P Odds (CI) %95
n=69 n/% |n=156n/% | Degeri |ratio
(OR)
ATG16L1
AA [24(35)  [50 (32) R i
AG |28(40) |62 40) |0856 [0941  |0486-1.821
Aleller  FEE™17725) |44 (28) 10566 |0.805  |0.383-1.690

A 76 (55) 162 (52)
G 62 (45) 150 (48) [0.537 1.135  0.759-1.697
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282bp
170 bp
110bp

AG AG AG AA GG AG AGMmarker AG GG AAAA AG AG GG

Fotograf 4.1. Mesane ATG16L1 RPLF jel goriintiisi

M Fatients MConfrols

40

35 ;

i

30 =
25
20

15

10

0

Ak AG aa

%]

Sekil 4.3. Mesane kanseri ve kontrolde ATG16L1 polimorfizminin genotip dagiliminin
yiizde % degerleri
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Sekil 4.4. Mesane kanseri ve kontrolde ATG16L1 polimorfizmi alel frekansinin yiizde
(%) degerleri.

Otofaji major sitozolik bilesenlerin lizozomda parcalanmasini kapsayan mayalardan
memelilere kadar olan canlilarda iyi derece korunmus bir yolaktir. Otofajinin besin
eksikligi gibi stres kosullar1 ve hiicreden toksik maddelerin atilmasi gibi hiicresel
homeostazin saglanmasinda onemli bir rol oynadig1 bilinmektedir (Kyung ve ark,
2013).

Yapilan c¢aligmalarla bir ATG proteini olan ATG16L1’in, diger ATG proteinlerle
kompleks olusturarak otofagozom yapisina katkida bulundugu saptanmis ve ATG16L1
proteininin viicutta kolon, ince bagirsak, bagirsak epitel hiicreleri, 16kosit ve dalakta

ifade edildigi belirlenmistir (Yang ve ark. 2011).

Son yillarda yapilan hayvan modeli calismalarinda, ATG16L1 defektinin, otofagozom
olusumunu bozdugu ve uzun yart — omrii olan proteinlerin yikiminin ciddi sekilde
sekteye ugradigi gosterilmistir. Ayrica ATG16L1°de goriilen mutasyonlarin viicudun
kendi dokularina karsi olan “self — tolerance "1n1 da bozdugu tespit edilmistir (Kabacam,
2011).
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Huijber ve ark, otofaji genlerinden biri olan ATG16L1 genetik varyantinin, epitel hiicre
kaynakli olmayan modiiler troid kanserine yatkinlikta 6nemli bir etkiye sahip oldugunu
tanimlamiglardir (Huijbers ve ark, 2012). Ayrica Van Limbergen ve arkadaslar
rs2241880G-alelini yetigskin ve g¢ocukluk cagindaki Crohn hastasi olan kisilerilerde
calismiglardir. Bu arastirmacilar G allelinin, yetiskin hastalarda (%60.7) kontrole gore
(%53.9) onemli (p=0.01) oldugunu fakat ¢ocukluk cagindandaki hastalarda Onemli
olmadigini belirlemislerdir (Van Limbergen ve ark, 2008).

Serbati ve arkadaslar1 Fas kokenli 96 hasta ile 114 kisiden olusan kontrolde IL23R ve
ATGI6L1 genlerini ¢caligmiglardir. Bu calismada arastirmacilar, IL23R varyantlarinin
Crohn hastaliginda koruyucu etkiye sahip oldugunu fakat bu genin ayn etkiyi UK
gostermedigini saptammslardir. ATGI6L1 geninde ise Crohn’a yatkinlik gozlemisler,
Ulseratif kolitde ise herhangi bir iliski bulamamuslardir. Serbati ve arkadaslar1 bu
bulgular iizerine ATG16L1’in Crohn feneotipte dnemli bir role sahip olabilecegini ileri

siirmiislerdir (Serbati ve ark, 2014).

Gen bolgesine yonelik ¢alismalar aym toplumda yasayan fakat farkli wrktan olan
insanlar iizerinde de yapilmaktadir. Ozellikle Yenizellanda da yasayan beyaz irkta
yapilan bir ¢alismada, Crohn hastalarinda ATG16L1 T300A polimorfizminin sikliini
arastrmis ve 549 kiside 130 GG, 134 AA ve 285 de AG genotipinin oldugu

belirlenmistir (Lauriola ve ark, 2011).

Yakin zamanda Huang ve arkadaslarimin, Tayvan populasyonunda prostat kanserine
yakalanmis olan hastalarda yaptiklar1 ¢alismada, ATGI6L1 (rs78835907) gen
bolgesinin bu hastalarla pozitif bir iliski gosterdigini bulunmuslardir (Huang ve ark.
2015). Bizim ise yaptigimiz bu ¢alismada, ATG16L1 (rs2241880) geninin hem prostat
kanseri hastalarinda hem de mesane kanseri hastalarda kontrole gore istatiksel olarak
onemli olmadigim1 belirledik. Bundan sonra bu gen bolgesi ile ilgili yapilacak
caligmalarin farkli populasyonlarda yapilmasinin bilimsel olarak 6nemli olacagina

inaniyoruz.
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BOLUM V

SONUCLAR

Yapilan bu ¢alismada, Nigde ve Liileburgaz Devlet Hastanesi Uroloji Poliklinigi’ ne
bagvuran, prostat ve mesane kanseri tanisi konulmus hastalardan alinan kanlarin DNA
ornekleri etik kurallar dahilinde kullanilmistir. Caligmada 62 prostat kanserli hasta ile
69 mesane kanserli hasta ve kontrol grubu olarak, hasta olmayan, saglikli bireylerin

(prostat kontrol 113, mesane kontrol 156) DNA ornekleri kullanilmistir.

Biz bu calismada, ATG16L1 (Thr300Ala) polymorfizminin prostat ve mesane kanseri
ile iliskili olup olmadigini belirlemek i¢cin PZR —RFLP metodunu kullandik. Bu
arastirmada, 269 saglikli kontrol ve 131 hasta (62 prostat kanserli, 69 mesane kanserli)
bireyi calisildi. Prostat ve mesane kanserli hastalarin DNA’larindan, ATGI6L1
(rs2241880) gen bolgesi PCR yontemiyle ¢ogaltilarak RFLP yapildi. Calismamizinda,
Prostat haslarinda AG genotipi %34, kontrolde %42, AA genotipi %35, %27 ve GG
genotipi %31, %31 olarak bulundu. Mesane kanserli hastalarda AA (yabani tip)
hastalarda %35, kontrolde %s32, AG (heterozigot mutant) %40, %40 ve GG
(homozigot mutant) %25, %28 olarak belirlendi. Tiirk toplumunda, ATGI6L1
(Thr300Ala) polymorfizminin prostat ve mesane kanserli hastalarla kontrol grubu
arasinda Onemli bir fark olmadigi saptandi. ilerde bu gen bolgesine yonelik farkl
rklarla ve populasyonlarda yapilacak calismalarin bilime Onemli bir 151k tutacagini

ongormekteyiz.
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