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OZET

PROSTAT KANSERINDE INFLAMATUAR GEN
VARYANTLARI VE PROTEIN SEVIiYELERININ
BELIRLENMESI

Prostat kanseri, 6zellikle yash erkekleri etkileyen, erkeklerde en sik goriilen
ikinci kanserdir. Prostat kanseri riskinin %42 kadarmin, genetik etkiler tarafindan
aciklanabilecegi tahmin edilmektedir ve yiiksek morbiditesine ragmen etiyolojisi tam

olarak bilinememektedir.

Prostat kanserinin tanisinda serum prostat spesifik antijen (PSA) seviyeleri
kullanilir. Ancak, PSA'nin serum seviyelerindeki artis kansere 6zgii degildir ve BPH'li
hastalarda da goriilebilir. Bu nedenle prostat kanserinde teshis i¢in daha spesifik

biyobelirteglerin tanimlanmasina ihtiya¢ vardir.

Kanser gibi hastaliklarin prognozu zayif kaldigi i¢in modern molekiiler biyoloji
Ve tip, terapotik ve prognostik 6neme sahip yeni genomik belirteglerin gelistirilmesiyle
ilgilenmektedir. Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler) en 6nemli genomik belirteg

turlerinden biridir.

Inflamasyon, enfeksiyon veya kimyasallara ve partikiillere maruz kalmanin
neden oldugu fizyolojik yaralanmaya karst karmasik bir tepkidir. Prostatik
inflamasyonda hiicresel olarak dogrudan iiretilen sitokinlerin yani sira, TLR’ler ve
NLR’ler gibi dogustan gelen bagisiklikta gdrevli molekiiller de 6zel bir aktiviteye
sahiptir. Ayrica yapilan ¢aligmalar, kemokinler, siklooksigenazlar ve prostat kanseri

gelistirme riski arasinda bir iliski oldugunu gostermistir.

Calismamiz, inflamatuar stiregte etkili olan kemokinler (CCL11, CCR3,
CXCL12, CXCR4), kalip tanima reseptorleri (NOD1, NOD2, TLR4) ve sikloksigenaz
(COX-2) genlerine ait 8 SNP ve inflamatuar siiregte gorevli IL-1p, LY96 ve TLR4
proteinlerinin serum seviyelerininin prostat kanseri riski ile iligkisini belirlemek

amaciyla planlanmistir.

Calismamizda; 90 hasta (28 BPH, 62 Prostat kanseri tanis1 alan) ve 90 saglikli
bireyden aliman kan Orneklerinden DNA izole edilmistir. Polimorfizmlerin
degerlendirilmesi i¢in PCR-RFLP yontemi kullanilmistir. Serum protein seviyelerinin

belirlenmesi i¢in elisa kiti kullanilmistir.



Degerlendirilen tiim gruplar icin CCR3 rs4987053 ve COX-2 rs689466
varyantlart genotip dagilimlar1 ve allel frekanslarinin gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gosterdigi belirlenmistir. rs4987053 varyanti i¢in homozigot,
resesif ve dominant modellerde, rs689466 varyanti igin heterozigot-dominant modelde
genotip dagilimlarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Ayrica NOD1
rs5743336 varyanti genotip dagilimlarinda non-kanseréz ve prostat kanseri grubu
arasinda anlamli fark tespit edilmistir. rs5743336 varyanti1 prostat kanseri ve kontrol
grubu arasinda genotip dagilimlari ve allel frekanslarinda, ayrica heterozigot,
homozigot ve dominant modelde genotip dagilimlarinda istatistiksel olarak anlamli
fark belirlenmistir. Bununla birlikte rs16969415, rs1801157, rs2228014, rs2066847,
rs4986791 polimorfizmleri ile prostat kanseri riski arasinda anlamli bir iliski

belirlenememistir.

Serum IL-1B, LY96 ve TLR4 protein seviyelerinde tiim gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark belirlenmistir. Inflamatuar protein seviyeleri ve gen
varyantlarinin genotip dagilimlarina goére analizinde, TLR4 serum seviyesi ile
varyantlar arasinda anlamli fark belirlenemezken, IL-1f serum seviyeleri ile rs689466
varyant1 arasinda anlamli bir fark saptanmistir. Ayrica, LY96 serum seviyeleri ile
rs2228014, rs5743336 varyantlari arasinda da anlamli bir fark belirlenmistir.

Anahtar kelimeler:Prostat kanseri, inflamasyon, polimorfizm, kemokin, TLR4, NOD1,
COX-2, LY96, IL-1p.
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SUMMARY

DETERMINATION OF INFLAMMATORY GENE VARIANTS
AND PROTEIN LEVELS IN PROSTATE CANCER

Prostate cancer is the second most common cancer in men, affecting especially
older men. It is estimated that up to 42% of prostate cancer risk can be explained by

genetic influences, and its etiology is not known exactly despite its high morbidity.

Serum prostate-specific antigen (PSA) levels are used in the diagnosis of
prostate cancer. However, the increase in serum levels of PSA is not specific to cancer
and may occur in patients with BPH as well. Therefore, more specific biomarkers are
needed to diagnose prostate cancer.

Because the prognosis of diseases such as cancer remains poor, modern
molecular biology-medicine is concerned with the development of genomic markers
of therapeutic and prognostic importance. Single nucleotide polymorphisms (SNPs)
are one of the most important types of genomic markers.

Inflammation is a complex response to infection or physiological injury caused
by exposure to chemicals and particles. In addition to cytokines produced directly
cellular in prostatic inflammation, molecules involved in innate immunity such as
TLRs and NLRs also have a special activity. Additionally, studies have shown an
association between chemokines, cyclooxygenases, and the risk of developing prostate

cancer.

Our study was planned to determine the relationship between with risk of
prostate cancer the 8 SNPs belonging to the chemokines-chemokine receptor (CCL11,
CCR3, CXCL12, CXCR4), pattern recognition receptors (NOD1, NOD2, TLR4), and
cyclooxygenase (COX-2) genes that are effective in the inflammatory process, and the

serum levels of TLR4, LY96, IL-1p proteins involved in the inflammatory process.

In our study; DNA was isolated from blood samples taken from 90 patients and
90 healthy individuals. PCR-RFLP method was used for the evaluation of

polymorphisms. The ELISA kit was used to determine serum protein levels.

It was determined that genotype distributions and allele frequencies of
rs4987053 and rs689466 variants showed a statistically significant difference between

the groups for all evaluated groups. Besides, a significant difference was found

vii



between the non-cancerous/the prostate cancer groups in rs5743336 variant genotype
distributions. However, no significant relationship was found between polymorphisms
the rs16969415, rs1801157, rs2228014, rs2066847, rs4986791, and risk of prostate

cancer.

A statistically significant difference was found between all groups in serum IL-
1B, LY96, and TLR4 protein levels. In the comparative analysis of inflammatory
protein levels and gene variants according to genotype distributions, a significant
difference was found between serum levels of IL-1p and variant of rs689466. A
significant difference was determined between serum levels of LY96 and rs2228014,
rs5743336 variants.

Keywords: Prostate cancer, inflammation, polymorphism, chemokine, TLR4,
NOD1, COX-2, LY96, IL-15.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Kisaltmalar

BPH : Benign Prostat Hiperplazisi

LPCa : Lokalize Prostat Kanseri

MPCa : Metastatik Prostat Kanseri

PSA : Prostat spesifik antijen

SNP : Tek niikleotid polimorfizmi

PAMP : Patojenle iliskili molekiiler modeller
DAMP : Tehlikeyle iligkili molekiiler modeller
EMT . Epitelyal mezenkimal gecis

TAM : Tiimor iliskili makrofaj

MAPK : Mitojenle aktive olan proteinaz K
ERK . Ekstraseliiler sinyalle diizenlenen kinaz
JNK > Jun N terminal kinaz

PRR : Kalip tanima reseptorii

TLR : Toll benzeri reseptor

NLR : Nod benzeri reseptor

IL-1p : Interlokin-1 Peta

LY96 : Lenfosit antijen 96

HWE : Hardy-Weinberg Equilibrium

M : Ortalama

SD : Standart sapma
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1. GIRIS
1.1. Giris ve Amag

Prostat kanseri, ozellikle yasl erkekleri etkileyen, erkeklerde en sik goriilen
ikinci kanserdir (Daniyal et al., 2014). Prostat kanseri insidansi neredeyse tim
iilkelerde stirekli artmaktadir, ancak yiiksek morbiditesine ragmen etiyolojisi tam
olarak bilinememektedir. Ilerleyen yas, 1k ve aile dykiisii bilinen risk faktdrleridir
(Hsing & Chokkalingam, 2006). Birinci derece erkek akrabalarinda (baba, erkek
kardes vb.) prostat kanseri Oykiisii olan erkeklerde prostat kanseri riskinin 2-3 kat
arttig1 rapor edilmistir, bu da prostat kanserine ¢ogu zaman aile oykiisii ve genetik
yatkinligin eslik ettigini gostermektedir (Stanford & Ostrander, 2001). Prostat kanseri
riskinin %42 kadarimin, genetik etkiler tarafindan aciklanabilecegi tahmin
edilmektedir. Androjen biyosentez metabolizmasi, karsinojen metabolizmasi, DNA
onarim1 ve kronik inflamasyon yolaklarindaki ¢ok sayida genetik varyant
arastirilmistir, ancak elde edilen sonuglar yetersiz kalmistir (Hsing & Chokkalingam,

2006).

Hastalik rektal muayene, serum prostat spesifik antijen (PSA) seviyeleri ve
ardindan biyopsi ile teshis edilir. Bununla birlikte, PSA'nin serum seviyelerindeki artis
kansere 0zgii degildir ve BPH'li hastalarda da ortaya ¢ikabilir (Wein & Kavoussi,
2012).

PSA androjen reseptoriine yanit veren iyi karakterize edilmis bir gendir.
Androjenler ve Androjen Reseptdr sinyalleri prostat fonksiyonu, gelisimi ve
devamlilig i¢in gereklidir. Androjen yoksunlugu gelisim sirasinda prostatta fonksiyon
kaybina neden olur (English, Santen, & Lsaacs, 1987). Ancak, PSA prostat dokusuna
0zgii degildir ve erkek ve kadinlarda normal periiiretral bezler, endometrium, tiikiiriik
bezleri ve meme dokusu tarafindan da salgilanir (Clements & Mukhtar, 1994; A.-A.
A. Elgamal et al., 1996; A. A. Elgamal, Van de Voorde, Van Poppel, Lauweryns, &
Baert, 1994; Howarth, Aronson, & Diamandis, 1997) . Ayrica PSA, meme, yumurtalik
ve karaciger karsinomlar1 gibi prostatik olmayan tiimorler tarafindan da salgilanir
(Howarth et al., 1997; Levesque, Hu, Diamandis, & D'Costa, 1995; He Yu et al., 1995).
Bu nedenle prostat kanserinde teshis i¢in serum PSA’nin kullanimi tartigmali bir
konudur ve bu alanda daha spesifik yeni biyobelirteglerin tanimlanmasina ihtiyag

vardir (Hessvik, Sandvig, & Llorente, 2013).



Inflamasyon, enfeksiyon veya kimyasallara ve partikiillere maruz kalmanin
neden oldugu fizyolojik yaralanmaya kars1 karmagik bir tepkidir. Akut inflamasyon,
patojenik veya sitotoksik ajani ortadan kaldirmak i¢in aninda verilen yanittir ve daha
sonra doku onarimina izin verir. Patojenik veya sitotoksik ajanlar ortadan
kaldirilamazsa, kronik inflamasyon ve doku hasar1 meydana gelebilir. Kronik
inflamasyon, inflamatuar hiicreler, tekrarlayan DNA hasari, proliferasyon biiylime
faktorleri ve mutasyonlarm sikligini artiran diger biiylimeyi destekleyen uyaranlar
bakimindan zengin bir mikro ortam saglar. Bu da, hiicrelerin kotii huylu forma agsamali

doniigiimiinii kolaylastirarak kanser riskini artirir (Ozbayer et al., 2015).

Doku mikro ortaminda tiim insan malignitelerinin yaklagik %20'sinde
inflamasyon bulunmustur. Prostat malignitesi igin kronik inflamasyon ¢ok daha
yaygindir. Ameliyat sonrast prostat kanseri dokusunda tekrarlayan kronik
inflamasyon, daha kotli sonuclarla iliskilendirilmistir (Klink et al., 2013). Prostat
epitelyumu, enfeksiydz ajanlar, diyet kanserojenleri ve hormonlar gibi ¢ok sayida
cevresel faktor tarafindan zarar gorebilir ve bu da pro-karsinojenik inflamatuar
stiregleri tetikler ve hiicre doniisiimiinii tesvik eder. Prostat periferal bolgesinde
proliferatif inflamatuar atrofi, ayn1 anda meydana gelen kronik inflamasyon ve
karsinojenez anlamina gelir. Bu da, prostatik intraepitelyal neoplazi ve prostat

kanserinin olas1 bir Onciisii olabilir (Elkahwaji, 2013).

Proliferatif inflamatuar atrofi (P1A), prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) ve
prostat kanserinin bir dnciistidiir. Uyarilma oldugunda, inflamatuar hiicreler prostatik
atrofi bolgelerine si1zar ve hiicre hasarina yanit olarak rejenere atrofik epitel hiicreleri
iceren PIA'nin gelisimine katkida bulunabilir. Ayrica PIA, PIN ve prostat kanseri
arasindaki etkilesim ve morfolojik gecisler, kanser gelisimi ve ilerlemesine katkida

bulunabilir (Ou, Lilly, & Jiang, 2018).

Prostatik inflamasyonda hiicresel olarak dogrudan firetilen sitokinler rol oynar.
Bunun yani sira, dogustan gelen bagisiklik da 6zel bir aktiviteye sahiptir. Dogustan
gelen bagisiklik sistemini harekete gegirecek iki tiir uyaran modeli vardir. Bunlardan
birincisi PAMP'lar (patojenle iliskili molekiiler modeller) ve digeri ise esas olarak
hasar gormiis veya 6lmekte olan hiicrelerden tiiretilen DAMP’lardir (tehlikeyle iliskili
molekiiler modeller). Bu modeller, 6zel epitelde, bagisiklik hiicrelerinde ve diger
dokularda bulunabilen PRR'ler (kalip tanima reseptorleri) tarafindan taninir. PRR'ler,

TLR'ler (Toll benzeri reseptorler), CTL'ler (C-tipi lektinler), RLR'ler (Retinoik asitle
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indiiklenebilir gen-I benzeri reseptorler), HIN-200, NLR'ler (Niikleotid baglanma ve
oligomerizasyon alan1 (NOD) benzeri reseptorler) dahil olmak {izere bes aileye
ayrilirlar (Ho, 2017). Ayrica yapilan ¢alismalar, inflamatuar sitokinler, kemokinler,
siklooksigenazlar ve prostat kanseri gelistirme riski arasinda bir iliski oldugunu

gostermistir (Haverkamp, Charbonneau, & Ratliff, 2008).

Kanser gibi hastaliklarin tedavisinde yeni yaklasimlar, "kisisellestirilmis tip"
modeline dogru ilerlemektedir. Tani testleri ve hedefe yonelik tedavi hastaliklar i¢in
oncelik haline gelmistir. Tarama ve tedavi yontemlerindeki modern gelismelere
ragmen, kanser gibi bir¢ok hastaligin prognozu zayif kalmaktadir. Bu nedenle, modern
molekiiler biyoloji ve tip, terapétik ve prognostik oneme sahip yeni genomik

belirteglerin gelistirilmesiyle ilgilenmektedir (Kutikhin & Yuzhalin, 2013).

Baz1 belirtecler, herhangi bir kisinin bir veya daha fazla hastaliga yatkinligim
basit bir kan testinin sonuclarma dayali olarak belirli bir dogruluk derecesi ile
degerlendirebilir. Bu testlerin yaygin olarak uygulanmasi, popiilasyonlardaki risk
gruplarini ortaya cikarabilir ve daha sonra, risk grubu denekleri arasinda onleyici

tedbirler konusunda ¢alismalar yiiriitiilebilir (Kutikhin & Yuzhalin, 2013).

En yaygin ve 6nemli belirteclerden biri, tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler)
olarak adlandirilan genomik belirteg tiirtidiir. SNP; DNA dizisinde tek bir niikleotidin,
bir biyolojik tiirlin iiyeleri veya bir bireydeki eslestirilmis kromozomlar arasinda

farklilik gosterdigi bir varyasyondur (Kutikhin & Yuzhalin, 2013).

SNP'ler, protein fonksiyonunu degistiren amino asit degisimlerine neden
olabilir, gii¢lendirici dizilerin yapisin1 degistirebilir veya mRNA stabilitesini
etkileyebilir. SNP'ler ayrica, giiglendirici veya represdr elemanlarin etkinligini
bozarak transkripsiyon faktorii baglama motiflerini ve atasal tip transkriptin down
regililasyonuna yol acabilecek translasyon baslatma kodonlarinin yapisini degistirebilir

(Kutikhin & Yuzhalin, 2013).

Calismamiz, prostat kanseri ile inflamatuar siiregte etkili olan kemokinler
(CCLI11, CCR3, CXCL12, CXCR4), kalip tanima reseptdrleri (NOD1, NOD2, TLR4)
ve sikloksigenaz (COX-2) genlerine ait 8 SNP ve yine inflamatuar siiregte gorevli
TLR4, LY96, IL-1pB proteinlerinin serum seviyeleri arasindaki iligskiyi belirlemek
amaciyla planlanmistir. Ayrica yapilan literatiir taramalar1 sonucunda prostat kanseri

acisindan ¢ogunlugu heniiz kisith ¢alisildigr goriilen bu gen ve proteinlerin, toplum



taramast yoOniinden degerlendirildiginde iilkemizdeki prostat kanseri gelisiminde
genetik yatkinligin roliiniin belirlenmesine yonelik katki saglayacagi ve erken teshise

yardimci1 olacagi diisiiniilerek planlanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Prostat Kanseri Tanimi

Prostat kanseri, ozellikle yasl erkekleri etkileyen, erkeklerde en sik goriilen
ikinci kanserdir: vakalarin % 80'inden fazlas1 65 yasindan sonra teshis edilmektedir
(Daniyal et al., 2014). Yeni vaka sayis1 bakimindan diinyadaki en yaygin altinci
kanserdir. Avrupa, Kuzey Amerika ve Afrika'nin bazi1 bolgelerinde erkeklerde en sik
goriilen kanserdir ve Amerika Birlesik Devletleri'nde erkekler arasinda kanser
Oliimlerinin ikinci 6nde gelen nedenidir (Gronberg, 2003; Hsing & Chokkalingam,
2006). Buna ragmen, prostat kanseri olan erkeklerin sadece %10'u hastaliktan
O0lmektedir. Bu, prostat kanserinin paradoksudur: 70-79 yas arasindaki erkeklerin
otopsi muayenesinde prostat kanseri %39'dur ve bu 80 yasta %43'e yiikselmektedir

(Daniyal et al., 2014).

Prostat bezi rektumun Oniinde, mesane ve penis arasinda bulunan iiretray1
cevreleyen erkek cinsel bezidir (Seisen, Rouprét, Faix, & Droupy, 2012). Seminal
vezikiillere ve bulboiiretral bezlere bitisik bulunur ve ceviz seklinde bir bezdir (C. H.
Lee, Akin-Olugbade, & Kirschenbaum, 2011). Prostat bezi, iyonlar, prostaglandinler,
enzimler ve prostat spesifik antijen dahil olmak {izere ejakiilatta bulunan cesitli
faktorlerin tiretiminden sorumludur. Bu prostat sivisi spermin yasayabilirligini arttirir
ve erkek cinsel islevi igin gereklidir. Prostat, dollenmeden sonraki 9-10 hafta boyunca
ilkel endodermden kdken alir. Yetigkin prostat gevsek bir stromal ve fibromiiskiiler
yapidan (%70) olusan genis periferik bolge, kompakt stromadan olusan gegcis bolgesi
(%5) ve yogun olarak diizenlenmis merkezi bolge (%25) olmak iizere ti¢ bolge igerir
(Sarag, 2018; Wein & Kavoussi, 2012). Periferik bolge tirogenital siniisten kdken alir.
Diizensiz boyut ve sekle sahip kanallardan olusur. Prostat kanserlerinin ¢cogu (%70)
periferik bolgeden kaynaklanir. Merkezi bolge Wolffian kanalindan koken alir ve
diger iki bolgeden daha yogun organize olmustur (Sternberg, 1997). Merkezi bolge,
periferik bolgeye kiyasla kansere daha az duyarlidir. Benign prostat hiperplazisi
(BPH), fibromuskiiler stromadan etkilendigi igin gegis bolgesinden ortaya ¢ikar (C. H.
Leeetal., 2011).

Prostat bezi iki ana hiicre tipinden olusur: epitel hiicreleri ve stromal hiicreler.
Epitelyal hiicreler de ayrica farklilasmamis bazal hiicreler; diisiik proliferatif

kapasiteye sahip salgilamayan hiicreler; terminal olarak farklilasmis boliinmeyen



liiminal salgt hiicreleri; salgt hiicrelerini, bazal hiicreleri ve néroendokrin hiicreleri
birlestiren proliferatif ara hiicreler olmak iizere dort gruba ayrilir (Sarag, 2018).
Prostatik epitel bazal ve liiminal hiicre katmani olmak tizere iki ana hiicre katmanindan
olusur (Humphrey, 2003). Bazal ve luminal hiicrelerin oran1 normal prostatta yaklasik
1/3'dir (Berges et al., 1995; Bonkhoff & Remberger, 1996). Normal prostattaki bazal
hiicre tabakasi, luminal hiicreleri bazal membrandan ayirir. Bu katman, prostat kok
hiicrelerini destekleyen yiiksek proliferatif hiicreler icerir (Bonkhoff, 1996; Bonkhoff
& Remberger, 1996). Luminal hiicreler prostat liimeninde bulunurken, bazal hiicreler
liimeni stromadan ayirir (Humphrey, 2003). Luminal epitel hiicreleri, androjen
reseptorii (AR), 10sin amino peptidaz gibi prostat farklilasmasi i¢in gerekli olan gesitli
proteinleri salgilar. Stromal hiicreler ise; prostat bezine yapisal destek saglar ve
fibroblastlar, bag dokusu ve diiz kas hiicrelerinden olusur. Prostat bezi hiicreleri,
ozellikle salg1 fonksiyonu olanlar, otokrin ve parakrin mekanizmalar aracilifiyla etki
gosterirler (Sarag, 2018). Major hiicre tiplerine ek olarak, néroendokrin epitel hiicreleri
de peritiretral bolgelerdeki ve prostat kanallarindaki normal prostat epitelinde bulunur.
Terminal olarak farklilasmis bu hiicreler, noroendokrin iiriinlerinin parakrin sinyali
yoluyla komsu hiicreleri etkileyebilir (Cohen, Glezerson, Taylor, Grundle, & Naudg¢,
1993; di Sant'Agnese & Cockett, 1996).

Prostat kanseri i¢in 2 tip evreleme vardir: Klinik evreleme fizik muayene,
laboratuar testleri, goriintiileme ve biyopsi bulgularina dayanir. Patolojik evreleme ise,
klinik evreleme bilgilerini, prostatin cerrahi olarak ¢ikarilmasindan ve mikroskopiden
elde edilen bilgilerle birlestirir. Hem klinik hem de patolojik evreleme, 5 element
iceren ayni siniflandirma sistemini kullanir. Bunlar; primer tiimoér (T) 6zellikleri, lenf
nodu tutulumu (N), metastaz (M) kaniti, PSA seviyesi ve prostatin glandiiler
mimarisinin bir agiklamasi olan Gleason skorudur (Mydlo, June 27, 2019). Yiiksek
Gleason skoru ve PSA seviyesi daha agresif bir tiimor ve daha kotii prognoz anlamina

gelir (N. Chen & Zhou, 2016).

Gleason derecelendirme sistemi, prostat kanseri agresifligini 6lgmek igin
kullanilir. Gleason skoru biyopside goriilen 2 dominant tiimor paterninin histolojik
derecelerinin toplamina dayanmaktadir ve 1 ila 5 arasindadir. Hastalara 2 gleason
derecesi verilir: Birincil sinif baskin glandiiler paterni tanimlar. ikincil smif, en baskin
ikinci glandiiler paterni tanimlar. Toplam Gleason skorlar1 (birinci derece art1 ikincil

derece) ¢ogu hastada 6 ila 10 arasindadir. 2 sayisal olarak esdeger toplam gleason



skoru, bilesen histolojik paternlerinin sirasina bagli olarak farkli risk dereceleri
saglayabilir (Ornegin, Gleason 7 [3 + 4], baskin hiicresel modeldeki farka bagli olarak
Gleason 7 [4 + 3] 'den daha diisiik riskle iliskilidir (Mydlo, June 27, 2019).

Prostat kanseri risk siniflandirmasi Ulusal Kapsamli Kanser Ag1 ve Amerikan
Uroloji Birligi tarafindan ¢ok diisiik risk, diisiik risk, orta risk, yiiksek risk, ¢ok yiiksek
risk olarak belirlenmistir (Sanda et al., 2018). Ayrica prostat kanseri organ sinirl
prostat kanseri (Evre I-11), lokal ilerlemis prostat kanseri (Evre 1ll), metastatik
prostat kanseri (Evre 1V) olarak siniflandirilabilir. Organ simirli prostat kanserinin
cogu asemptomatiktir. Lokal ilerlemis prostat kanserinde idrar semptomlar1 (siklik,
agrili ve acili lirinasyon vs), mesanenin eksik bosaltilmasi, idrar tutamama, hematuri
(idrarda kan), bosalma sikayetleri, erektil disfonksiyon, perineal rahatsizlik ve sirt
agris1 goriilebilir. Metastatik prostat kanserinde ise semptomlar metastaz bdlgesine
baglidir. Metastaz bolgesine bagli olarak akut ndrolojik semptomlar (alt ekstremite
zay1fligi, felg), iiriner veya fekal tutamama, kemik agris1 goriilebilir (Mydlo, June 27,
2019).

2.2. Epidemiyoloji

Prostat kanseri insidans oranlar1 Diinya ¢apinda oldukc¢a degiskendir. Diinyadaki
en yiiksek oranlara sahip olan bireyler Afrikali-Amerikalilar’dir. Bunu Kafkasyali
Amerikalilar takip eder, Afrika kokenli niifuslarin bulundugu Karayipler ve
Brezilya’da da oranlar benzerdir. Buna karsilik, Orta Amerika ve Giiney Amerika'nin
diger bolgelerinde, oranlar ¢ok daha diisiiktiir. Prostat kanseri insidans1 en diisiik olan
kita ise Asya’dir (Curado et al., 2007; Hsing & Devesa, 2001). Ancak son yillarda bati
iilkelerinde oldugundan daha fazla artmistir. Insidanstaki artisin bir kismi, artan

batililagma ile iliskilendirilmistir (Hsing, Tsao, & Devesa, 2000).

Prostat kanseri insidansi etnik populasyonlar ve iilkeler arasinda biiyiik oranda
farkliliklar gostermektedir ve bu hastaligin oranlari populasyonlar arasinda 90 kat
kadar farklilik gosterebilmektedir. En diisiik oranlar genellikle Asya'da, ozellikle
Tianjin, Cin'deki Cinliler (yilda 1.9/100.000), en yiiksek oranlar Kuzey Amerika ve
Iskandinavya'da, o&zellikle ABD'deki Afrika kokenli Amerikalilarda (yilda
137/100.000) goriilmektedir (Gronberg, 2003). Asya populasyonlarinda prostat
kanserine bagli prevalans ve mortalite giderek artmaktadir (Nath, Singh, Vendan,

Priyanka, & Sinha, 2012). Prostat kanseri olan hastalarin ¢ogu 65 yasin lizerindedir



ve prostat kanseri Asya lilkelerinde yetmis yasindan sonra iki kat artar. Cevresel
kanserojenler, ailede prostat kanseri 0ykiisii, endojen faktorler ve yaslanma siirecine
bagl ortaya ¢ikan oksidatif stres, prostat kanseri olusumunu etkileyen faktorlerdir

(Bhurgri et al., 2009).

Cesitli tilkeler ve wrklardaki insidans paternleri prostat kanseri patogenezinin
cevresel ve genetik faktorler arasindaki etkilesimi icerdigini gostermektedir (Marsa,
Johnsen, Bidstrup, Johannesen-Henry, & Friis, 2008). Tiirkiye'de, 1993 ile 2002 yillar1
arasinda Tiirkiye'nin en biiyiik iiglincii sehri olan Izmir'de yapilan ilk kapsamli
epidemiyolojik ¢alismanin yaymlanmasina kadar prostat kanseri insidans1 konusunda
giivenilir bir veri bulunamamistir. Biitiin iilkeyi temsil etmemesine ragmen, ¢calismada
prostat kanserinin 1993-1997 déneminde 8.9/100.000 insidansla Izmir'de besinci en
yaygin kanser oldugu bildirilmistir. Ayni1 ¢alismada, 1998 ve 2002 yillar1 arasinda
zmir’de prostat kanserinin 13,8/100.000’e yiikseldigi, Avrupa’nin ¢ogunda nispeten
daha diisiik oranlarin bulundugu ve ayn1 donemde Asya populasyonunda ise iki/li¢ kat

daha yiiksek oranlar oldugu bildirilmistir (Eser et al., 2009).

Tiirkiye’de prostat kanseri insidansini ve vakalarin klinik ve patolojik
ozelliklerini belirlemeyi amaglayan populasyona dayali bir érneklemde, 2008-2009
tarihleri arasinda Tirkiye’nin 12 bolgesini temsil eden 12 ilde ulusal, ¢ok merkezli ve
prospektif bir ¢alisma yiriitiilmistiir ve ¢aligmaya 1450 prostat kanseri tanist alan
birey dahil edilmistir. Sonug olarak prostat kanseri insidanst 35/100.000 birey olarak
belirlenmistir (Zorlu, Zorlu, Divrik, Eser, & Yorukoglu, 2014).

Diinya capindaki insidans oranlarindaki farkin bir kismi prostat kanseri
taramasiin kapsami, Ozellikle gelismekte olan lilkelerde PSA testlerinin daha az
kullanilmasi ile ilgilidir. Bununla birlikte, tarama uygulamalarindaki farklarin tek
basina, yiiksek ve diisiik riskli populasyonlar arasinda prostat kanseri riskindeki
yaklasik 60 katlik farki agiklamasi pek miimkiin degildir (Hsing & Chokkalingam,
2006).

2.3. Mortalite

Prostat kanseri teshisi konan altt Amerikali erkekten biri 6liir. Bu da prostat
kanserini ABD'li erkekler arasinda akciger kanserinden sonra kanser oliimlerinin
ikinci 6nde gelen nedeni haline getirmektedir. Genel olarak, 6liim oranlan tilkeler

arasinda daha az degisiklik gosterse de, diinya ¢apinda 6liim paternleri ayn1 zamanda



insidans1 da yansitmaktadir. Bununla birlikte, 6liim oranlar1 Bati iilkelerinde hala
diistik riskli Asya iilkelerinden daha yiiksektir. Diinyanin en yiiksek 6liim oranlari,
Afrika kokenli erkeklerin biiyiik populasyonlarinin bulundugu Barbados, Bahamalar,
Trinidad ve Tobago'nun Karayipli uluslarinda gortilmistiir (yilda 30,3-47,9/100.000
kisi). Olim oram Iskandinav iilkelerinde ve kuzey Avrupamin bazi bolgelerinde
ABD'den daha yiiksektir (yilda 14/100.000 kisiye karsilik 18.7-23.6/100.000) ve en
diisiik oranlar Giiney Kore, Filipinler ve Japonya'daki Asya iilkelerindedir (yilda 1.6-
4.4/100.000 kisi) (Hsing & Chokkalingam, 2006).

2.4. Etiyoloji

Prostat kanseri icin belirlenmis risk faktorleri yas, irk, pozitif aile dykiisiidiir.
Hormonlar, obezite, diyet faktoleri, fiziksel aktivite, cinsel aktivite, meslek,
vazektomi, sigara icme ve genetik duyarlilik gibi diger risk faktorleri de prostat kanseri
riski ile iligkilendirilmistir, ancak etiyolojideki rolleri belirsizligini korumaktadir.
Prostat kanseri riskinin %42'sinin, nadir, yiiksek oranda niifuz eden genlerin, daha
yaygin olarak zayif niifuz eden genlerin ve birbirleri ile uyum i¢inde hareket eden
genlerin bireysel ve birlesik etkileri de dahil olmak {iizere, genetik etkilerden
kaynaklandig1 tahmin edilmektedir. Prostat kanseri patogenezi, muhtemelen ¢evresel
ve genetik faktorler arasindaki etkilesimi igerir. Bu karmasik iliskileri ¢ozmek igin, iyi
tasarlanmig biiyiik disiplinler aras1 epidemiyolojik ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir (Hsing &

Chokkalingam, 2006).

Bati iilkelerinde prostat kanseri riski belirgin bir sekilde yiiksektir. Bu da diyet
ve obezite gibi batililagsma ile iliskili faktorlerin prostat kanseri etiyolojisi ile pozitif
iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, prostat kanserinin Afrika kokenli
Amerikalilar ve Karayipli erkekler tizerindeki orantisiz etkisi, Afrika kdkenli olanlarda
kokenle 1liskili faktorlerin de prostat kanseri etiyolojisinde rol oynayabilecegini
gostermektedir. Risk faktorlerinin ¢cevresel mi, yagam tarzi m1 yoksa genetik mi oldugu
bilinmemekle birlikte, bu faktorlerin karmasik bir etkilesiminin prostat kanseri

gelisimi ile iligkili olmas1 muhtemeldir (Hsing & Chokkalingam, 2006).



2.4.1. Demografik risk faktorleri
24.1.1. Yas

ABD'deki prostat tiimorlerinin  %80'inden fazlasina 65 yasin {iizerindeki
erkeklerde tan1 konur ve prostat kanseri insidansi ilerleyen yasla birlikte iissel olarak

artar (Parkin, Pisani, & Ferlay, 1999).
2.4.1.2. Irk/etnik cesitlilik

Stirekli olarak gozlenen ancak yeterince anlagilmayan bir risk faktori, etnik
kokendir. Afrikali-Amerikalilar diinyadaki en yiiksek insidans oranlarina sahiptir: bu
oran diinyada en diisiik oran olan Sangay ve Cin'deki erkeklerin kabaca 60 katidir

(Hsing, Tsao, et al., 2000).

2.4.2. Hormonal, davranissal ve yasam stili risk faktorleri

24.2.1.  Hormonlar ve biiyiime faktorleri

Androjenler prostat bezinin gelisiminde ve korunmasinda kilit rol oynar; ancak
androjenlerin prostat kanseri etiyolojisindeki rolii belirsizdir. Prostat kanseri 6zellikle
hadim erkeklerde yoktur ve laboratuvar calismalar1 testosteron uygulamasinin
sicanlarda prostat kanserine neden oldugunu, androjenlerin hiicre ¢ogalmasini
arttirdigin1 ve prostat hiicre Oliimiinii engelledigini gdstermektedir (Huggins &
Hodges, 1941; Niu et al., 2001; Noble, 1977). Bununla birlikte, androjenlerin roliinii
destekleyen epidemiyolojik veriler yetersizdir (C. Chen et al., 2003; Eaton, Reeves,
Appleby, & Key, 1999; Hsing, 1996, 2001; Mohr, Feldman, Kalish, Longcope, &
McKinlay, 2001; Platz, Leitzmann, et al., 2005; P. Stattin et al., 2004).

Diger bir steroid hormon olan D vitamini, giines 151gina maruz kalindiginda
dermal sentezle elde edilir. D vitamini ve analoglari prostat kanseri hiicreleri {izerinde
gliclii antiproliferatif ve proapoptotik etkilere sahiptir. Ayrica, D vitamini, in vivo

olarak prostat tiimor biiyiimesini inhibe eder (X.-Y. Zhao & Feldman, 2001).

Steroid hormonlara ek olarak, insiilin benzeri bityiime faktorleri (IGF'ler) prostat
kanserinde rol oynamaktadir. IGF-I ve IGF-II, prostat epitel hiicreleri iizerinde
mitojenik ve anti-apoptotik etkileri olan hem doku biiylime faktorleri hem de endokrin
hormonlar olarak iglev goren polipeptitlerdir. IGF'lere baglanabilen ve boylece IGF
etkilerine aracilik eden IGF reseptoriiniin aktiflesmesini 6nleyebilen en az alt1 tane IGF

baglayic1 protein (IGFBP) vardir. Epidemiyolojik calismalarda, IGF’lerin prostat
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kanserindeki rolleri degerlendirilmis ve galismalarin ¢ogunlugunda IGF-1 ile pozitif
bir iliski ve IGFBP3 ile ters bir iliski oldugu bildirilmistir (Chan et al., 2002; C. Chen
et al., 2005; LeRoith & Roberts Jr, 2003; P. r. Stattin et al., 2004; Woodson et al.,
2003; Herbert Yu & Rohan, 2000).

2422. Diyet

Ekolojik ¢alismalar, prostat kanseri insidansi ve diyet yag alimi arasinda giicli
bir iliski oldugunu gostermistir. Genellikle yag orani yiiksek bir bat1 diyeti, hem
androjenlerin hem de Ostrojenlerin iiretimini artirarak prostat kanseri riskini arttirirken,
Asya ve vejeteryan diyetleri (diisiik yagl, yiiksek lifli) bu hormonlarin dolasimda
diisiik seviyelerde olmasini saglar (Hill, Wynder, Garbaczewski, Garnes, & Walker,

1979).

Yag alimi, prostat kanseri i¢in en ¢ok calisilan diyet risk faktoriidiir.
Epidemiyolojik ¢aligmalarin ¢ogunda, toplam, doymus ve/veya hayvansal yaglarin
rolii arastirilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen bulgular, tekli doymamis, hayvansal
ve doymus yaglarla olas1 bir pozitif iliski ve omega-3 ile ters bir iliski oldugunu
gostermektedir (Kolonel, 2001; Kolonel, Nomura, & Cooney, 1999). Ayrica, et
tiketimi, Ozellikle kirmizi et ve islenmis et, prostat kanseri riskinin artmastyla

baglantili bulunmustur (Norrish et al., 1999).

Her ne kadar meyve ve sebze tiiketimi, birkag kanser riskinin azalmasiyla iligkili
olsa da prostat kanserindeki rolleri daha az belirgindir. Yiiriitiilen bir calismada
brokoli, lahana, karnabahar ve briiksel lahanasi gibi lahanali sebzelerin aliminin,
muhtemelen izotiyosiyanat igeriklerinden dolay1 prostat kanseri riski ile ters iligkili
olabilecegi belirtilmistir (Kristal & Lampe, 2002). Ayrica, Cin'de yiiriitiilen bir vaka
kontrol calismasinda, sogan, sarimsak ve frenk sogani dahil allium sebzelerinin
aliminin prostat kanseri riskini azalttig1 belirtilmistir (Hsing et al., 2002). Bu koruyucu

etki 1se, organosiilfiir bilesiklerinin tiimor inhibe edici 6zelliklerinden kaynaklanabilir.

Siit iiriinlerinden veya ek tiikketiminden alinan diyet kalsiyum prostat kanseri ile
iligkili bulunmustur. D vitamini sentezinin diizenlenmesindeki rolii nedeniyle,
kalsiyum, D vitamininin prostat kanseri lizerindeki antiproliferatif etkilerini azaltabilir
(Chan & Giovannucci, 2001). D vitamini kalsiyum ve fosfor emilimini saglar.
Calismalardan elde edilen veriler, yalnizca ¢ok yiiksek kalsiyum alimmnin (>2000

mg/giin) hastalik ile iligkili olabilecegini gostermektedir (Rodriguez et al., 2003).
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Cogunlukla diyet takviyeleri yoluyla elde edilen bir mineral olan ¢inkonun
kronik fazlalig, prostat kanseri riski ile pozitif iligkili olabilir (Leitzmann et al., 2003).
Gozlemsel, vaka-kontrol, kohort ve randomize kontrollii klinik ¢alismalar1 da igeren
epidemiyolojik kanitlar selenyumun insanlarda prostat kanseri riskini azaltabilecegi
hipotezini desteklemektedir (Klein, 2004). Molekiiler veriler selenyumun, hiicre
dongiisiiniin durmasina neden olarak, apoptozu tesvik ederek ve p53 bagimlit DNA
onarim mekanizmalarin1 modiile ederek tiimorlerin klonal genislemesini onledigini
gostermektedir. Klinik deneysel veriler E vitamini desteginin, prostat kanseri riskinin
azalmasi ile iligkili oldugunu da gdstermistir (Pak, Lanteri, Scheuch, & Sawczuk,

2002; Virtamo et al., 2003).
2.4.3. Obezite

Epidemiyolojik ¢alismalarda genel obezite genellikle viicut kitle indeksi (VKI)
ve karin obezitesi bel ¢evresinin kalca ¢evresine orani ile dlgiiliir. Her ne kadar genel
obezite ile ilgili bulgular karisik olsa da, son veriler obezitenin agresif prostat
tiimdrleriyle tutarh bir sekilde iliskili oldugunu ve abdominal obezitenin gorece zayif
erkeklerde bile artmis prostat kanseri riski ile iliskili olabilecegini gdstermektedir
(Hsing, Deng, et al., 2000; Hubbard et al., 2004). Ek olarak, yiiksek serum insiilin
seviyeleri prostat kanseri riskinin artmasi (Hsing et al., 2001) ve yiiksek serum leptin
seviyeleri (obezite geninin (Ob) {riinii) daha biiyiik tiimér hacmi ile iliskili

bulunmustur (Chang et al., 2001).

Her ne kadar obezitenin prostat kanserindeki rolii acik bir sekilde
tanimlanmamis olsa da yiiksek et ve yag alimi, hormon metabolizmasi ve insiilin
metabolizmas1 dahil olmak tizere bir¢ok varsayilan prostat kanseri risk faktorii ile
baglantilidir. Ayrica, obezite prevalansi populasyonlarda prostat kanseri riski ile
iligkilidir. Bu nedenle, obezite batililagsma ile artmis prostat kanseri riski arasinda bir

baglant1 saglayabilir (Hsing & Chokkalingam, 2006).
2.4.4. Fiziksel Aktivite

Fiziksel aktivite total ve serbest testosteron seviyelerini azaltabilir, obeziteyi

azaltabilir ve prostat kanserinden korunmayi saglayacak bagisiklik fonksiyonunu
gelistirebilir (I.-M. Lee, Sesso, Chen, & Paffenbarger Jr, 2001).
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2.45. Meslek

Meslek, sosyoekonomik statli ve yasam tarzi faktorleriyle oldukea iligkilidir.
Prostat kanseri ve meslek ile ilgili cok sayida ¢aligma vardir ve bu ¢aligmalardan elde
edilen tutarli sonuglardan biri ciftcilerin ve diger tarim iscilerinin % 7-12 oraninda
artan risklere sahip olmasidir (Sharma-Wagner et al., 2000; Van der Gulden, Kolk, &
Verbeek, 1995). Tarim ile ugragan kisilerin tarimda kullanilan kimyasallara (giibreler,
coOziiciiler, bocek ilaglar1 ve herbisitler) maruziyeti bu riski artiran sebep olabilir
(Alavanja et al., 2003). Tarimin yan1 sira, agir sanayi caligsanlari, kauguk iiretimi ve
gazete baski calisanlar yiiksek risk altinda olabilir (Sharma-Wagner et al., 2000), bu
da caligma ortamlarinda ortak bazi kimyasal maddelere veya diger faktorlere maruz

kalmanin prostat kanseri riskini artirabilecegini diistindiirmektedir.
2.4.6. Kronik inflamasyon

Prostat kanserinin prostatin kronik inflamasyonu (kronik prostatit) ile iliskili
oldugu ileri siiriilmektedir (Platz & De Marzo, 2004). Hem radikal prostatektomiden
hem de 1yi huylu prostat hiperplazisi i¢in cerrahi tedaviden elde edilen prostat biyopsi
orneklerinde inflamasyon siklikla gériiliir (D1 Silverio et al., 2003; Nickel et al., 2001);
ancak, epidemiyolojik bulgular karisiktir.

Patolojik ve molekiiler arastirmalardan elde edilen sonuglar, prostat kanserinin
en erken evrelerinin, genellikle kronik inflamasyonla iliskili lezyonlarda
gelisebilecegini gostermektedir (De Marzo, Marchi, Epstein, & Nelson, 1999;
DeMarzo, Nelson, Isaacs, & Epstein, 2003). inflamasyon, anjiyogenezi uyararak,
hiicre proliferasyonunu artirarak ve nitrik oksit gibi reaktif oksijen tiirleri ile DNA'ya

zarar vererek timorlesmeye yol agabilir.

Prostat kanserinde kronik inflamasyonun roliine yonelik baska caligmalarda,
aspirin ve diger steroidal olmayan anti-inflamatuar ilaglarin (NSAID'ler)
kullanilmasmin prostat kanseri riskinin azalmasi ile iliskili oldugu belirtilmistir
(Nelson & Harris, 2000). Ayrica iki biiyiik prospektif ¢alismada, daha fazla balik
aliminin, toplam prostat kanseri ve metastatik prostat kanseri riskinin diisiik olmasz ile
iligkili oldugu belirlenmistir (Augustsson et al., 2003; Terry, Lichtenstein, Feychting,
Ahlbom, & Wolk, 2001). Yagl baliklarda bol miktarda bulunan omega-3 yag asitleri,
arasidonik asitin bilinen antagonistleridir ve pro-inflamatuar sitokinlerin iiretimini

baskilamaktadir (Calder, 2002). Ayrica, anti-inflamatuar ajanlarin, 6zellikle ibuprofen
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veya aspirin gibi NSAID'lerin kullanimi, epidemiyolojik ¢aligmalarda diisiik prostat
kanseri riskiyle de iligkili bulunmustur (Leitzmann et al., 2002; Norrish, Jackson, &
McRae, 1998; Platz, Rohrmann, et al., 2005) ve bu galismalarin meta-analizinde,
aspirin kullanimi prostat kanseri riskinde %15'lik bir azalma ile iligkilendirilmistir
(Mahmud, Franco, & Aprikian, 2004). Bu veriler birlikte ele alindiginda, kronik

inflamasyonun prostat kanseri riskini artirabilecegini gostermektedir.
2.4.7. Cinsel Yolla Bulasan Hastaliklar

Cinsel yolla bulasan hastaliklarin (CYBH), prostat kanseri ile iligskilendirildigi
calismalar mevcuttur. Populasyon tabanli bir calismada, 6zellikle sifilis ve tekrarlayan
gonore enfeksiyonlar: gibi cinsel yolla bulasan hastaliklarin prostat kanseri riskini 2-3
kat artirdig1 gosterilmistir (Hayes et al., 2000). Diger calismalarda, insan papilloma
viriisii -16, -18 ve -33 serolojisinin prostat kanseri riskini arttirdigi (Adami, Kuper,
Andersson, Bergstrom, & Dillner, 2003; Rosenblatt, Carter, Iwasaki, Galloway, &
Stanford, 2003), insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) ile enfekte olmus bir
populasyon calismasinda da stirekli HIV enfeksiyonunun artmis prostat kanseri riski

ile iligkili oldugu belirtilmistir (Crum, Spencer, & Amling, 2004).

Yapilan bir meta-analiz ¢alismasinda, daha fazla cinsel partnerin, muhtemelen
cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar1 artirmasi nedeniyle artmis prostat kanseri riski ile
iligkili oldugu sonucuna varilmistir (Crum et al., 2004). Mekanizmalar net olmasa da,
cinsel yolla bulasan bakteriyel veya viral ajanlar, prostatin kronik inflamasyonu ile

potansiyel olarak prostat kanserine yol agmaktadir.
2.4.8. Benign prostat hiperplazisi

Benign prostat hiperplazisi (BPH) ile prostat kanseri arasindaki iligki iyi
kurulmamistir. BPH su anda prostat kanserinin dnciisii sayllmamaktadir, ¢linkii prostat
kanseri cogunlukla prostatin dis, periferik bolgesinde meydana gelir ve BPH i¢ geg¢is
ve periiiretral bolgelerde daha yaygindir. Bununla birlikte, her iki kosul da yash
erkeklerde yaygin oldugundan ve prostat i¢inde bir arada bulunabildiklerinden, risk
profillerini paylasiyor gibi goriinmektedir ve bu durum prostat kanseri etiyolojisinde
BPH'nin bagimsiz roliinii agiklamay1 zorlastirmaktadir. Ayrica, epidemiyolojik
caligmalarin cogunda, BPH prevalansi yasli erkeklerde ¢ok yaygin oldugu i¢in kontrol

popiilasyonlarinda BPH varligin1 tamamen dislamak zor olmustur. Bu sinirlamalar
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nedeniyle, BPH'nin prostat kanseri i¢in bir risk faktorii olarak epidemiyolojik kanitlar

zayi1f ve tutarsiz kalmaktadir (Guess, 2001).
2.4.9. Genetik Faktorler
2.4.9.1. Aile oykiisii

Birinci derece erkek akrabalarinda (baba, erkek kardes, ogul) prostat kanseri
Oykiisii olan erkeklerde prostat kanseri riskinin 2-3 kat arttigi gosterilmistir (Stanford
& Ostrander, 2001). ikizlerle yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler, prostat kanseri
riskinin %42'sinin genetik faktorlerle agiklanabilecegini gostermektedir (Lichtenstein
et al., 2000). Diinyada prostat kanserinde pozitif aile Oykiisii olan vakalar tim
vakalarin %15’ini olusturmaktadir. Prostat kanserinde yer alan genetik faktorler
arasinda nadir, yiiksek oranda niifuz eden genler ve daha yaygin olarak zayif niifuz
eden genlerin ve birbirleri ile uyum iginde hareket eden genlerin bireysel ve birlesik

etkileri bulunur.
2.4.10. Prostat kanseri: yiiksek riskli populasyonlar

Siyah 1k ve ailesinde prostat kanseri olan erkekler prostat kanseri i¢in yiiksek
riskli populasyonlardir. BRCA1 ve BRCA2 genleri, meme, yumurtalik ve prostat
kanseri dahil olmak iizere artan kanser riskiyle iligkili germline mutasyonlardir

(Pezaro, Woo, & Davis, 2014).
2.4.11. Diger faktorler

Sigara igmek, alkol kullanimi, diyabet ve karaciger sirozu, cinsel frekans
(siklik), vazektomi gibi diger risk faktorleri arastirilmistir, ancak prostat kanserindeki
rolleri mevcut literatiirdeki verilere dayanarak zayif veya belirsizdir (Dennis & Hayes,

2001; Giovannucci, 2001; Hickey, Do, & Green, 2001; Hsing & Chokkalingam, 2006).
2.5. Polimorfizm

Genetik polimorfizmler toplumda bulunma frekansi yiiksek, bir gen veya DNA
dizisindeki degisikliklerdir. DNA dizisindeki bu degisiklikleri mutasyondan ayiran
ozellik, en az 100 kisiden 1’inde bulunmasidir. Genetik polimorfizmlerin en yaygin
tiirii tek baz ¢ifti varyasyonu iceren tek niikleotid polimorfizmleridir (Shenfield, 2004).
Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) genomda tek bir niikleotidin (A, T, C veya G)
bir baskasiyla yer degistirmesiyle olusan DNA dizi degisimleridir (Vignal, Milan,
SanCristobal, & Eggen, 2002).
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SNP'ler, genlerin promotdrler, ekzonlar, intronlar ve ayrica 5’ ve 3 " UTR'ler gibi
farkl1 bolgelerinde bulunur. Bu nedenle, gen ekspresyonundaki degisiklikler ve
bunlarin kansere yatkinlik tizerindeki etkileri, SNP'lerin konumuna bagli olarak
degisir. Promotér bolgesi SNP'leri, promotdr aktivitesini, transkripsiyon faktori
baglanmasini, DNA metilasyonunu ve histon modifikasyonlarmni degistirerek gen
ekspresyonunu etkiler. Ekzonal SNP'ler, gen transkripsiyonunu ve translasyonunu
baskilayarak kansere yatkinlig1 etkiler. Intron bolgelerindeki SNP'ler, transkriptlerin
birlestirme varyantlarin1 olusturur ve uzun kodlamayan RNA'larin (IncRNA'lar)
baglanmasini ve islevini destekler veya bozar. 5'-UTR'deki SNP'ler translasyonu
etkilerken, 3’-UTR'deki SNP'ler mikro RNA (miRNA) baglanmasini etkiler. Gergek
genlerden uzakta bulunan bolgelerdeki SNP'ler, uzun menzilli cis etkileriyle gen

transkripsiyonunu azaltir veya artirir (Deng, Zhou, Fan, & Yuan, 2017).

Bazi gen polimorfizmleri bir hastalik riskini artirirken bazilar1 azaltabilmekte
(koruyucu alel), baz1 polimorfik aleller ise yalnizca g¢evresel bir faktoriin etkisi

altindayken riski etkileyebilmektedir (Ekmekgi, Konag, & Onen, 2008).
2.6. Inflamasyon ve Kanser

Inflamasyon, dogustan gelen ve uyarlanabilir bagisiklik hiicrelerinin
aktivasyonunu ve eylemini igeren bir siirectir ve viicut kendini korumaya calistiginda
ortaya cikar. Patojenler, tahris edici maddeler veya hasarli hiicreler gibi zararli
uyaranlarin kaldirilmasi1 ve iyilesme siirecinin baslatilmasiyla ilgili bir siirectir.
Baglangicta yalnizca patojenlere karst konak savunmasindaki temel rolii ile
vurgulanan inflamasyon, doku onarim, rejenerasyonu ve yeniden modelleme i¢in esit

derecede 6nemlidir (Greten & Grivennikov, 2019).

Zararl1 veya rahatsiz edici bir faktor viicudumuzun bir boliimiinii etkilediginde,
onu ¢ikarmaya calismak igin biyolojik bir tepki vardir. inflamasyonun belirti ve
semptomlar1, 6zellikle akut inflamasyonda, viicudun kendi kendini iyilestirmeye
calistigini gosterir. Kronik inflamasyon, zararli uyaranlari ortadan kaldirmak i¢in bazi
basarisiz girisimleri gosterebilirken, bagisiklik sistemi genellikle koruma igin

tasarlanmistir (Ho, 2017).

Inflamasyonun kanserle iliskisi 1867°de Rudolf Virchow tarafindan, 16kositlerin
kanserli dokuda bulundugunun tespit edilmesiyle belirlenmistir ve kronik

inflamasyonu kanser gelisimine yatkin olan durumlardan biri olarak adlandirmistir
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(Schmidt & Weber, 2006). Virchow, karsinojenezin inflamatuar dokuda
"lenforetikiiler infiltrasyon" ile iliskili oldugunu ve "enfeksiyonun" daha fazla
yayilmasinin (kanser hiicrelerinin yayilmast) tiimoriin damarlanmasina bagli oldugunu

One siirmiistiir (Piotrowski, Kulcenty, & Suchorska, 2020).

Pro-tiimorijenik inflamasyon, anti-timor bagisikligi bloke ederek, tiimoér mikro
cevresini (TME) tiimdre uyumlu duruma dogru sekillendirerek, epitel ve kanser
hiicrelerine dogrudan tiimori tesvik edici sinyaller gondererek kanseri ilerletir (Greten

& Grivennikov, 2019).

Inflamasyon ile karsinojenez arasinda dogrudan nedensel bir baglant: oldugu
bilinmektedir. Su anda, kansere bagli 6liimlerin %20'sinin inflamatuar reaksiyonlarla
baglantili oldugu tahmin edilmektedir. Kansere yakalanma riski, kronik inflamatuar
hastaliklar (6rnegin, hepatit ve karaciger kanseri), kronik enfeksiyonlar, asbest ve
sigara duman gibi g¢evresel maruziyetlerin neden oldugu inflamasyonlarla
artmaktadir. Ayrica, steroidal olmayan anti-inflamatuar ilaglarin kullanimi, ¢esitli
timorleri gelistirme riskinin daha diisiik olmast ve mortalitenin azalmasi ile
baglantilidir ve bu da neoplastik transformasyonda inflamasyonun roliinii
vurgulamaktadir (Piotrowski et al., 2020). 2011 yilinda, tiimori tesvik edici
inflamasyon, Hanahan ve Weinberg tarafindan kanserin diger ayirt edici 6zellikleri
arasinda etkinlestirici bir 6zellik olarak adlandirilmistir (Hanahan & Weinberg, 2011).
Inflamasyon temel bir pro-tiimérijenik faktér olmasina ragmen, inflamatuar kokenleri
gostermeyen kanserlerin mikro ortaminda da siklikla mevcuttur (Piotrowski et al.,

2020).

Kansere bagli inflamasyon iki yolak olarak incelenebilir: inflamasyona ve
neoplastik donilisime neden olan genetik olaylarla baglantili intrinsik yolak ve
karsinogenezi tesvik eden inflamatuar kosullar1 tanimlayan ekstrinsik yolak

(Piotrowski et al., 2020).

Karsinogenez, {ic asamaya ayrilabilen karmasik bir siirectir: baslangic, ¢cogalma
ve ilerleme. Baglangic agamasi, tek bir hiicrede hiicresel biiylimeyi artiran birincil
mutasyonun olusmastyla miimkiindiir. Cogalma asamasinda hiicreler klonal
boliinmeye ugrar. Bununla birlikte, genetik ve epigenetik degisiklikler de mevcuttur.
Ilerleme asamasi, ¢ogalan hiicrelerin kétii huylu tiirevlere déniistiiriilmesini icerir

(Piotrowski et al., 2020).
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Inflamasyonun karsinogenezi indiikledigi mekanizmalardan biri, reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) ve aktif nitrojen tiirlerinin (RNS) iiretilmesidir. Aktiflestirilmis
notrofiller ve makrofajlar gibi inflamatuar hiicreler, oksidan olusturan enzimlerin
aktivasyonu yoluyla ROS ve RNS iiretebilirler. Bu oksidanlar niikleik asitlere,
proteinlere ve lipitlere zarar verebilir ve ilk etapta inflamasyona neden olan bakteri ve
parazitleri 6ldiirmek igin iiretilir. Ancak, DNA hasarinin indiiksiyonu, mutajenez ve

daha fazla neoplastik transformasyona neden olabilirler (Piotrowski et al., 2020).
2.7. Prostat Kanseri, BPH ve Inflamasyon

BPH ve PCa prostatin farkli bolgelerinde olusur. BPH, gecis bolgesinden (TZ)
ve prostat bezinin merkezi bolgesinden gelisirken, PCa periferik bolgeden (PZ) gelisir.
Vakalarin sadece yaklasik %20'sinde kosullar ayn1 bolgede bir arada bulunur. BPH ve
PCa, erken baglayan ve yavas ilerleyen kronik hastaliklar olarak kabul edilir. BPH,
kademeli olarak klinik bir yapiya doniisen basit bir mikronodiiler hiperplazi olarak
baslar ve zamanla makroskopik bir nodiiler genislemeye doniisiir. Benzer sekilde, PCa
erken ve gec¢ pre-kanser6z histolojik degisiklikler yoluyla gelisir. Ayrica, BPH ve PCa
arasinda agik bir molekiiler ve genetik iliski olmamasina ve iki farkli patogenetik yolak
gostermelerine ragmen, epidemiyolojik ¢alismalar, insidans ve prevalanslarinin yasla
birlikte artmasi nedeniyle her iki durumun da hormona baglh oldugunu ve ortak bir
payday1 temsil edebilecek inflamasyon ile iliskili oldugunu gostermektedir (De
Nunzio et al., 2011).

Doku mikro ortaminda tiim insan malignitelerinin yaklasik %:20'sinde
inflamasyon bulunmugstur. Prostat malignitesi i¢in kronik inflamasyon ¢ok daha
yaygindir. Ameliyat sonrasi prostat kanseri dokusunda tekrarlayan kronik
inflamasyon, daha kotii sonuglarla iliskilendirilmistir (Klink et al., 2013). Prostat
epitelyumu, enfeksiyoz ajanlar, diyet kanserojenleri ve hormonlar gibi ¢ok sayida
cevresel faktor tarafindan zarar gorebilir ve bu da prokarsinojenik inflamatuar
stirecleri tetikler ve hiicre doniistimiinii tesvik eder. Prostat periferal bdlgesinde
proliferatif inflamatuar atrofi (PIA), ayn1 anda meydana gelen kronik inflamasyon ve
karsinojenez anlamina gelir. Bu da, prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) ve prostat

kanserinin olas1 bir nciisii olabilir (Elkahwaji, 2013).

PIA, PIN ve prostat kanserinin bir dnciisiidiir. Uyarilma oldugunda, inflamatuar

hiicreler prostatik atrofi bolgelerine sizar ve hiicre hasarina yanit olarak rejenere

18



atrofik epitel hiicreleri iceren PIA'nin gelisimine katkida bulunabilir. Ayrica PIA, PIN
ve prostat kanseri arasindaki etkilesim ve morfolojik gecisler, kanser gelisimi ve

ilerlemesine katkida bulunabilir (Ou et al., 2018).

Akut prostat inflamasyonunun erken agamalarinda enfeksiyon, nétrofillerde ve
makrofajlarda Onemli bir artisa ve ardindan sonraki asamalarda lenfosit
infiltrasyonuna neden olur (Boehm, Colopy, Jerde, Loftus, & Bushman, 2012). Akut
asamadan sonra, inflamatuar prostattan siiziilen 16kositlerin cogu, kronik olarak aktive
edilmis T lenfositler ve makrofajlardir (Steiner et al., 2003; Theyer et al., 1992).
Yerlesik epitel ve stromal hiicreler, TLR-4, TLR-5, TLR-7 ve TLR-9 dahil olmak
tizere birkac Toll benzeri reseptdrii ifade eder ve ayrica inflamasyon sirasinda IL-1,

IL-6 ve IL-15 tiretir. Bu aktiviteler kronik inflamasyon durumuna katkida bulunur (Ho,

2017).

Prostatik inflamasyonda hiicresel olarak dogrudan iiretilen sitokinlerin yani sira,
dogustan gelen bagisiklik da 6zel bir aktiviteye sahiptir. Dogustan gelen bagisiklik
sistemini harekete gecirecek iki tlir uyaran modeli vardir. Bunlardan birincisi
PAMP'lar (patojenle iligkili molekiiler modeller) ve digeri ise esas olarak hasar gérmiis
veya Olmekte olan hiicrelerden tiiretilen DAMP’lardir (tehlikeyle iligkili molekiiler
modeller). Bu modeller, 6zel epitelde, bagisiklik hiicrelerinde ve diger dokularda

bulunabilen PRR'ler (kalip tanima reseptorleri) tarafindan taninir (Ho, 2017).

Caligmalar, inflamatuar sitokinler, kemokinler ve prostat kanseri gelistirme
riski arasinda bir iligki oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, inflamasyon ve prostat
kanseri arasinda dogrudan bir iliski heniiz kesin olarak gosterilmemistir. Bu da biiyiik
oOl¢iide prostata 6zgii inflamatuar yanit hakkindaki sinirli bilgiden kaynaklanmaktadir.
Bagisiklik hiicrelerinin prostat dokusuna sizma mekanizmalarini ve bunlarin prostat
epitel ve stromal hiicreler tizerindeki etkilerini belirlemek i¢in ¢aligmalar yapilmasi
gerekmektedir. Inflamatuar bir ortamm prostat kanserinin gelismesinde ve
ilerlemesinde rol oynadigi hipotezini destekleyen verilerin ¢ogu, hiicre hatlariyla
olusturulmustur. Bu veriler, prostat kanserinde immdiin hiicre aracili proinflamatuar
sitokinlerin, kemokinlerin ve matriks metaloproteinazlarin (MMP'ler) {iretimine isaret

etmektedir (Haverkamp et al., 2008).
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2.1.1. Kemokinler ve kemokin reseptorleri

Kemokinler, kendi reseptorlerine baglanarak etkilerini artiran, 16kositleri trafige
sokan ve konumlandiran bir grup kemoatraktan diizenleyici protein ailesidir (8-12 kDa
agirhiginda), boylece bagisiklik tepkilerinin ve inflamasyonun diizenlenmesinde kritik
rol oynarlar. Kemokinler hiicrelerin hareketini iginde bulunduklart duruma gore
diizenler. Kemokinler, dogustan gelen bagisiklik hiicrelerini ilk savunma hatt1 olarak
gorevlendirir. Bu hiicreler de diger aracilarin (lipitler, mineraller, peptitler ve diger
kemoatraktanlar) inflamasyon bolgesindeki etkilerini biitiinlestirir. Bu etkiler daha
sonra epitelyal-mezenkimal gecis (EMT), motilite, invazyon ve metastazda kritik rol
oynar. Inflamasyonla iliskili kanser, kanser hiicreleri ve 16kosit alt tipleri tarafindan
tiretilen kemokinlerden olusan bir mikro ¢evre ile kendini gosterir. Kemokinlerin
etkisi, kanserin bilesimine/evrelerine bagli olarak zararli veya avantajli, homeostatik
veya inflamatuar olabilir. Ana islevleri, bagisiklik hiicrelerinin inflamasyon bdlgesine

koordineli hareketini saglamaktir (Rani, Dasgupta, & Murphy, 2019).

Kemokin ailesi, korunmus bir amino terminal sistein rezidiisii motifine bagl
olarak dért gruba ayrilir: CXC, CC, CX3C ve XC. Isimlendirmede sisteinler C ile ve
sistein olmayan rezidiiler X ile gosterilir. Kemokinler, G proteinine bagli reseptorlerle
etkilesime girer. CXC kemokin reseptorleri de, N terminalinde bir Glu-Leu-Arg
motifinin varhigina/yokluguna bagh olarak iki alt tipe ayrilir. Bunlar CCR, CXCR
ailesi iiyelerinden ve diger reseptorlerden (XCR1, CCRLI1, 2 ve CX3CR1) olusur
(Rani et al., 2019; Vindrieux, Escobar, & Lazennec, 2009).

Prostat kanseri hiicrelerinin kemik iligi gibi ektopik organlarda biiylimeleri i¢in
hayatta kalma, farklilasma, kemotaktik ve biiyiime faktorlerini ifade ettigi
bulunmustur. Tiimdr hiicreleri, kemokinlerin baslica iireticisidir. Ayrica lokal kronik
inflamasyon ve tiimorigenez arasindaki iliskide, konak¢idan tiiretilen kemokinlerin de
onemli bir role sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. Prostat tiimorlerinde sadece kanser
hiicrelerinde degil, ayn1 zamanda stromal hiicreler (kanserle iligkili fibroblastlar),
endotelyal hiicreler veya infiltrasyon hiicrelerini (makrofajlar, lenfositler, NK
hiicreleri, mast hiicreleri) de igeren ¢esitli hiicreler tarafindan kemokinler iiretilir ve

kemokin reseptorleri eksprese edilir (Taverna et al., 2015).

Timorler, yalmzca neoplastik hiicrelerden olusmaz, ayni zamanda, timor

biyolojisini ¢esitli sekillerde etkileyen onemli sayida konak¢1 kaynakli hiicre igerir.
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Malign ve konak¢i kokenli hiicreler arasinda ortaya c¢ikan karmasik etkilesimde,
kimyasal bir gradiyenti algilamak ve hiicresel membran {izerinde eksprese edilen
spesifik reseptorleri aktive ederek hiicreleri gradiyent yoniinde mobilize etmek i¢in
gorevlendirilen bir kemotaktik sitokin ailesi olan kemokinler 6nemli rol oynar.
Baslangigta, 6zellikle kemokinler ve inflamatuar CC kemokinler inflamasyon alaninda
16kosit toplanmasini diizenleyen molekiiller olarak tanimlanmislar, son zamanlarda
ayn1 zamanda Ttumor iliskili makrofajlar (TAM) gibi tiimore niifuz eden 16kositlerin
gorevlendirilmesini de destekledikleri gosterilmistir (Taverna et al., 2015).
Kemokinlerin inflamatuar siiregte 16kosit trafigi regiilasyonu, 16kosit aktivasyonunun
immiinomodiilasyonu, fibroz, anjiyogenez, hematopoez ve asir1 duyarliligin
olusturulmasi ve siirdiiriilmesi gibi rollere sahip olduklar1 bilinmektedir. Kemokinler,
hem normal embriyonik gelisimde hem de kanser hiicrelerinin gogiinde ve

metastazinda 6nemli rol oynarlar (Zhu et al., 2014).

Kemokinler ayrica, hiicre proliferasyonu ve anjiyojenezin diizenlenmesi gibi,
timor biyolojisi i¢in Onemli siireclerde rol oynarlar. Bu nedenle kemokinler,
bagisikliktan kaginma, tiimdr biiyiimesi ve timor yayilmasi gibi biyolojik siirecleri
destekleyerek, ya sizan 16kositlerin islevsel profilini sekillendirerek ya da stromal ve
neoplastik  hiicreleri aktive ederek c¢esitli sekillerde timdr biyolojisini

destekleyebilirler (Taverna et al., 2015).

Kemokin reseptorleri de, kinazlar gibi kriptik biiylime faktorlerinin kemokine
bagimli aktivasyonunun kompleks mekanizmalariyla asagr akis efektorlerini
etkinlestirebilir veya EGFR veya ErbB ailesi iiyeleri gibi diger reseptorleri aktive
edebilirler. Kemokin reseptor kohortlarindaki degisiklikler, timorii tesvik eden
sinyalleri etkinlestirmek i¢in gerekli olabilir. Normalden benign prostat hiperplazisine,
benign prostat hiperplazisinden prostat kanserine gecisler sirasinda ve daha sonra
timor ilerlemesi ve metastazinin her adiminda, bir dizi kemokin ve kemokin reseptorii

ekspresyonlarinda varyasyonlar gézlenir (Taverna et al., 2015).

Prostat kanserinde kemokinler {izerine yapilan ¢alismalar ¢ogunlukla CXCLS,
CXCL12 ve CCL2 kemokinlerine odaklanmistir. Ancak CCL2, CCL4, CCL5, CCL9,
CCL11, CCL18, CXCL1, CXCL2, CXCL5, CXCL6 ve CXCL13 gibi stromal
hiicreler, endotelyal hiicreler, insan kemik iligi endotel hiicreleri, farklilagmis
osteoblastlar ve infiltre edici 16kositler tarafindan tiretildigi goriilen diger kemokinlerle

ilgili calismalar da yapilmaktadir. Kanser hiicreleri tarafindan endojen olarak eksprese
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edilen kemokin reseptorlerinin en ¢ok calisilanlar1 CXCR1, CXCR2, CXCR4 ve
CXCR7’dir, aym1 zamanda CCR1, CCR2, CCR3, CCR5, CCR7, CCR9, CXCR3,
CXCR6, CXCRS, CX3CRI1 gibi diger reseptorler de prostat kanseri progresyonu ve

metastazinin ¢ok asamali siirecine katki saglarlar (Taverna et al., 2015).
2.7.2. Kalip tanima reseptorleri

Bagisiklik sistemi, makrofajlar, nétrofiller, NK hiicreleri ve dendritik hiicreler
gibi dogustan gelen bagisiklik hiicreleri tarafindan ifade edilen farkli reseptorler
araciligiyla ¢ok cesitli mikroorganizmalar1 ve molekiillerini taniyabilir. Patojenik
mikroorganizmalarin  taninmasi, uygun bir edinilmis bagisiklik tepkisinin
olusturulmast i¢in kritiktir. Bu islem, patojen veya hasara bagli molekiiler modellerin
(PAMP ve DAMP), konakg1 hiicre yiizeyinde veya sitozolik kisimda bulunan spesifik
kalip tanima reseptorleri (PRR'ler) ile etkilesimi yoluyla gerceklesir (Moreira &
Zamboni, 2012).

PRR'ler, TLR'ler (Toll benzeri reseptorler), CTL'ler (C-tipi lektinler), RLR'ler
(Retinoik asitle indiiklenebilir gen-I benzeri reseptorler), HIN-200, NLR'ler
(Niikleotid baglanma ve oligomerizasyon alani (NOD) benzeri reseptdrler) dahil

olmak iizere bes aileye ayrilirlar (Ho, 2017).
2.7.2.1. Nod benzeri reseptorler

Nod-Benzeri Reseptorler (NLR) PRR ailesinin iiyesidir ve bir niikleotid baglama
ve oligomerizasyon alani (NOD) igerirler. NLR’lerin insanlarda tanimlanan 22,
farelerde ise 30'dan fazla iiyesi bulunur. Yapisal olarak, NLR'ler, bir N terminal
Kaspaz giiclendirme domaini (CARD), merkezi olarak yerlestirilmis bir niikleotid
baglanma oligomerizasyon domaini (NBD veya NACHT) ve bir C-terminal 16sin
bakimindan zengin tekrar domaini (LRR) iceren ¢ok alanli proteinlerdir. NLR'ler
evrimsel ve yapisal olarak dort alt aileye ayrilir: NLRA, NLRB, NLRP ve NLRC
(Moreira & Zamboni, 2012; Schroder & Tschopp, 2010). NLR'ler, N-terminal efektor
alanlarinda degisiklik gosterir (PYD, CARD, BIR gibi). Bu bolgede bulunan alanlara
bagli olarak, NLR'ler iki alt grupta simiflandirilir: NLRC'ler (CARD) ve NLRP'ler
(PYRIN) (Moreira & Zamboni, 2012).

En ¢ok incelenen NLR'ler, NLRC ve NLRP alt gruplarina aittir. NLRP’ler,
proteinin amino-terminal bolgesinde bir Pyrin alani igeren reseptorlerden olusur; bu

reseptorler genellikle kaspaz-1'in aktivasyonunda ve inflamazomun birlesmesinde rol
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oynarlar. NLRC alt grubu, aminoterminal bdlgede bir "CARD’’ alani igeren
reseptorlerden olusur ve patojen tanimada ve bagisiklik yanitlarinin aktivasyonunda
onemli roller oynayan NOD1 ve NOD?2 gibi iiyeleri igerir. NOD1 ve NOD2, sirasiyla
CARD4 ve CARDIS5 genleri tarafindan kodlanir ve gram-pozitif ve gram-negatif
bakterilerin peptidoglikan kisimlarinin taninmasinda rol oynarlar. Bununla birlikte,
yapilan calismalar, NOD1 ve NOD2'nin bakteriyel olmayan enfeksiyonlarda da
onemli islevlere sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica, NOD1, bir¢ok hiicre tipinde
yaygin olarak eksprese edilirken, NOD2 makrofajlarda, dendritik hiicrelerde,
keratinositlerde, epitelyal bagirsak hiicrelerinde, akciger epitel hiicrelerinde, oral epitel

hiicrelerinde ve osteoblastlarda eksprese edilmektedir (Moreira & Zamboni, 2012).

NLR iiyeleri NOD1 ve NOD2, bir amino terminal CARD alani igerdikleri ve iki
ortak alan1 (NBD ve LRR) paylastiklar1 icin NLRC alt grubuna aittir. NOD1, tek bir
CARD alam igerirken, NOD2'de iki CARD alan1 bulunur. Karboksi terminal LRR
alaninin, protein-protein etkilesimlerine aracilik ettigi ve diizenleyici alan olarak islev
gordiigl diistiniilmektedir. NOD1 ve NOD?2, enfeksiyona direngle baglantili olan ve
TLR'lerde bulunan bir motif olan birden fazla LRR domaini igerir (Moreira &

Zamboni, 2012).

NOD1 ve NOD2, homotipik CARD-CARD etkilesimleri yoluyla niikleer faktor-
kB (NF-xB) ve mitojenle aktive olan proteinaz K'nin (MAPK) aktivasyonuna neden
olurlar. Bu aktivasyonu CARD igeren kinaz RIPK2 adaptor proteini araciligiyla saglar.
NOD1 ve NOD?2 ayrica p38, ekstraseliiler sinyalle diizenlenen kinaz (ERK) ve Jun N
terminal kinaz (JNK) mitojenle aktive olan protein kinazlari aktive edebilir. NOD1 ve
NOD?2 proteinleri ayrica kaspaz-1 aktivasyonuna ve IL-18 ve IL-1f iiretimine yol agan
NLRP3 inflamazomuyla etkilesime girebilirler (Moreira & Zamboni, 2012). NLR’ler
bazi durumlarda apoptozla iliskili benek-benzeri protein (ASC) gibi adaptor
molekdilleri birlestirebilirler. Bu yapilar, pro-IL-1B'yi IL-1B'ye ve pro-1L-18'i IL-18'e
ayiran sistein proteaz kaspaz-1'i aktive eder. Bu olgun sitokinler proinflamatuardir ve

bu nedenle klasik inflamatuar yanit1 tetiklerler (Ho, 2017).
2.7.2.2.  Toll benzeri reseptiler

Toll benzeri reseptorler (TLR), dogustan gelen bagisiklikta anahtar rol oynayan
bir transmembran reseptor ailesidir. TLR'ler, bakteriler, viriisler, mantarlar ve

parazitlerden koken alan PAMP'leri taniyarak patojenlerin istilasin1 Onler. Ayrica,
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kanser gibi hastaliklarda ve farkli bozukluklarda endojen DAMP’leri taniyabilir.
Farkli TLR'ler, ligand tanima i¢in 6zgiilliik sergiler (S. Zhao, Zhang, Zhang, Wang, &
Zhang, 2014).

TLRA4 ise en ¢ok incelenen TLR'lerden biridir. TLR4, bagisiklik hiicreleri ve
epitel hiicrelerinde ifade edilen bir zar proteinidir ve lipopolisakkaritleri (LPS) tanir.
Aktivasyonun ardindan, TLR'ler sinyalleri dort adaptdr proteinden biri veya daha
fazlas1 araciligiyla iletir: Bu proteinler miyeloid farklilasma faktorii 88 (MyD8S),
TICAMI1, TIRAP ve TICAM2’dir. Tiim TLR'ler (TLR3 hari¢) ve IL-1 reseptor ailesi
tiyeleri MyD88 araciligrtyla sinyal verir. TLR4, hem MyD88 hem de TICAMI
yolaklar1 tizerinden sinyal verir. TLR'lerin uyarilmasi, NF-kB, MAPK'lar, INK'lar,
p38 ve ERK'lerin yani sira interferon diizenleyici faktér (IRF3, IRF5 ve IRF7) sinyal
yolaklarinin aktivasyonuna yol acar ve bu da inflamatuar sitokinlerin {iretimiyle
sonuclanir. TLR4’{in eksojen ve endojen ligandlar tarafindan aktivasyonu, NF-kB ve
MAPK vyolag: aktivasyonu ve inflamatuar gen transkripsiyonuna yol acan miyeloid
farklilagma faktorii 88 (MyD88) bagimli sinyallemeyi baslatabilir. Ozetle; TLR4'iin
LPS tarafindan uyarilmasi, NF-kB sinyal yolunu aktive eder, bu da MyD88-bagiml
yolak araciligiyla IL-6 ve IL-1B gibi proinflamatuar sitokinlerin iiretimine yol agar.
TLR4 sadece eksojen enfeksiyonlar ve yara iyilesmesinde kritik bir rol oynamakla
kalmaz, ayn1 zamanda anormal bir sekilde aktive edildiginde tiimorlerin baglamasini

ve ilerlemesini de destekler (W. Wang & Wang, 2018; S. Zhao et al., 2014).

Timor hiicreleri ve tipik dogal immiin hiicrelerde tiimor mikro ortaminda TLR
aktivasyonu karmasik bir senaryoya yol agar. Cogu durumda, prostat kanserinde TLR
sinyalini aktive etmek icin spesifik bir patojen bulmak zordur. Bir endojen TLR ligand:
olan, hasarli veya nekrotik dokulardan salinan DAMP'ler bu agsamada ¢ok énemli bir

rol oynayabilir (S. Zhao et al., 2014).

Kanserde endojen TLR ligandi HMGB1, TLR4'ii aktive edebilir. Bazt TLR'lerin
aktivasyonu prostat kanserinin tiimor biiylimesini engelleyebilirken, diger TLR'lerin
aktivasyonu prostat kanserinin timor biiyiimesinde farkli bir rol oynayabilir. DC'ler,
makrofajlar ve B hiicreleri gibi antijen sunan hiicrelerdeki TLR'lerin aktivasyonu, ya

Th1 ve T sitotoksik yanitlara ya da Th2 ve Treg yanitlarina yol agabilir (S. Zhao et al.,
2014).
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2.7.3. Siklooksigenazlar

Siklooksijenazlar (COX), arasidonik asitten prostaglandin iiretiminden
sorumludur. Prostaglandinler, inflamatuar yanitta yaygin olarak bulunurlar ve
sentezleri inflamatuar bolgede Onemli Olgiide artar. Ayrica, inflamasyona bagh

karsinogeneze katkida bulunurlar (Piotrowski et al., 2020).

COX’un iki izoformu tanimlanmistir: yapisal olarak ifade edilen COX-1 ve
indiiklenebilir COX-2. COX-2, inflamatuar makrofajlar ve monositler tarafindan
sentezlenir. Bununla birlikte, fibroblastlarda, epitel hiicrelerinde ve endotel
hiicrelerinde de tiretilebilir. Prostaglandinler dogrudan ROS ve RNS ile baglantilidir,
nitrik oksit ve siiperoksit arasindaki reaksiyonun oldukca reaktif bir iirinii olan

peroksinitrit de COX-2 iiretimini uyarabilir (Piotrowski et al., 2020).

Tiimdr hiicrelerinde TLR4'n islevinin kismen COX-2 araciligiyla olabilecegi
belirlenmistir. NF-kB'nin aktivasyonunun COX-2 gibi inflamasyonla iliskili genlerin
ekspresyon seviyelerini up-regiile edebilecegi belirlenmistir. Ayrica COX-2'nin asir1
ekspresyonunun, hiicre proliferasyonunu ve neovaskiilarizasyonu tesvik ederek ve
hiicre apoptozunu ve bagisiklik fonksiyonunu inhibe ederek kanser riskini
artirabilecegi ortaya koyulmustur. Bu nedenle, COX-2 ¢esitli tlimorlerde dnemli bir

prognostik gdsterge olabilir (W. Wang & Wang, 2018).
2.7.4. Lenfosit antijen 96

Lenfosit antijen 96 (LY96), Miyeloid farklilagsma proteini 2 (MD2) olarak da
adlandirtlir. MD2, TLR4 ile TLR4/MD2 heterodimerleri olusturarak gram-negatif
bakterilerin bir zar bileseni olan LPS’yi tanir ve sinyal molekiilii olarak islev goriir.
Yani TLR4 ve LPS arasinda dogrudan bir etkilesim yoktur, burada MD2, TLR4-MD2
kompleksinde LPS baglayici bilesen olarak islev goriir (Kawai & Akira, 2009).

LPS, ilk olarak LPS baglayict protein ve CDI4'e, ardindan TLR4/MD2
kompleksine baglanarak TLR4 hiicre sinyal yolunu tetikler. TLR4/MD2 kompleksinin
aktivasyonu, asag1 yonde sinyal iletimini mimkiin kilan konformasyonel
degisikliklere neden olur (Ou et al., 2018).

TLR4, patojenlere karsi dogal immiin tepkisini indiiklemek i¢in bir dizi kinaz
yolagini ve transkripsiyon faktorii aktivasyonunu indiikler. TLR4 sinyalinde, MyD88
bagimli yolak ve MyD88 bagimsiz yolak olmak iizere iki yolak tanimlanmuistir.

MyD88'e bagl yolaklarda sinyal kaskadlarinin uyarilmasi, proinflamatuar sitokinler,
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kemokinler, eikozanoidler ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi dogal bagisiklik
faktorlerinin olusumuna neden olur. Myd88 aracili TLR4 sinyal yolu, CD14’iin
bakteriyel LPS'yi tanimasi, TLR4 ve MD2 ile bir kompleks olusturarak sinyali
baslatmasiyla aktive olur. Myd88, TLR4'e baglanir. Boylelikle NF-kB ve diizenleyici
genler aktive edilir. NF-xB sinyalizasyonu sonucunda g¢ekirdekte, IL-13 ve COX-2
gibi genlerin transkripsiyonu gerceklesir (Degirmenci et al., 2019).

2.7.5. Interlokin-1p

Inflamasyon sirasinda, sitokinler bagisiklik ve stromal hiicreler tarafindan
hiicreden hiicreye sinyallesme ile sentezlenir. Sitokinler inflamatuar yanit1 diizenler;
bununla birlikte kronik inflamasyon sirasinda bazi sitokinler karsinogeneze katkida
bulunabilir. Kronik olarak inflamatuar dokuda, tiimor hiicreleri inflamatuar sitokinlere
maruz kalir ve bazi tiimor hiicreleri bu sinyallere tepki verme yetenegi kazanarak
onlara bir bilyiime avantaji saglar. Sitokinler kronik inflamasyonda, ayni zamanda
timor olusumunda ve kanserin ilerlemesinde 6nemli rol oynar (Piotrowski et al.,

2020).

Interldkin-1 (1L-1), proinflamatuar bir sitokindir ve bazi tiimérlerin bilyiimesini
ve ilerlemesini destekledigi gosterilmistir. IL-1p, hem B16 melanom hiicrelerinin hem
de prostat kanseri hiicrelerinin metastazi i¢in gereklidir. Bu veriler, IL-1p'in timor
hiicreleri iizerindeki etkisinin in vivo olarak muhtemelen tiimdr hiicresinin tipine baglh
oldugunu ve hem tiimor hiicrelerinin kendi i¢ 6zelliklerine hem de dokuya 06zgii

faktorlere bagli olabilecegini gostermektedir (Haverkamp et al., 2008).

Prostat tiimor hiicreleri, NF-kB aktivasyonuyla sonuglanabilen pro-inflamatuar
sitokinler salgilayabilir. Tiimor hiicrelerinin bdylesine dnemli bir inflamatuar yolag:
modiile etme yetenegi, tlimorlerin bir inflamatuar ortamdan fayda gorebilecegini

gosterir (Haverkamp et al., 2008).

Tiimor i¢inde IL-1p, bagisiklik hiicreleri, fibroblastlar veya kanser hiicreleri gibi
cesitli hiicre tiirleri tarafindan iretilir ve salgilanir. Bununla birlikte, IL-1f iiretim
mekanizmalart en ¢ok bagisiklik hiicrelerinde, 6zellikle makrofajlar gibi miyeloid

hiicrelerde incelenmistir. IL-1p iiretimi iki sinyal gerektirir: uyarilma ve ayrilma (Rébé
& Ghiringhelli, 2020).

Uyarilma asamasi, IL-1p geninin transkripsiyonuna karsilik gelir ve esas olarak

TLR'ler, yani lipopolisakkaritlerin (LPS) aktivasyonu ile ve ayrica tiimdr nekroz
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faktorli (TNF)a ile indiiklenir. Transkripsiyon/translasyondan sonra pro-IL-1p inaktif,
31kDa protein olarak {iretilir ve aktif hale gelmesi i¢in 17kDa IL-1f'e bdliinmesi
gerekir (Rébé & Ghiringhelli, 2020).

Pro-IL-1B'nin aktiflestirilmesi i¢in proteazlar tarafindan bdliinmesi gerekir.
Kaspazlar tamamen aktif IL-1p saglayabilen ana proteazlardir. Kaspaz-8, IL-13’nin
ayrilma asamasinda rol oynar. Bununla birlikte, IL-1B’nin olgunlagmasinda rol
oynayan en onemli enzim, ¢ok sayida kaynak araciliiyla aktive edildigi bildirilen
kaspaz-1’dir. Kaspaz-1 aktivasyonu ise, inflamazom adi verilen ¢ok proteinli
komplekslerin katkisiyla gergeklesir. Bu hiicre i¢i komplekslerin tiimii, pro-
inflamatuar kaspazlarin toplanmasina ve aktivasyonuna izin veren bir reseptor ve bir
adaptorden olusur. IL-1B, COX-2 ekspresyonunu artirabilir, bdylece kanserin
ilerlemesine katkida bulunabilir (Rébé & Ghiringhelli, 2020).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan kimyasallar ve kitler

- EDTA’l1 mor kapakl tiip (4 ml)

- Biyokimya tiipii (4 ml)

- DNA Izolasyon Kiti

- PCR i¢in Master Mix

- CCL11 rs16969415 varyant1 i¢in forward ve reverse primer
- CCR3 rs4987053 varyant1 i¢in forward ve reverse primer

- CXCL12 rs1801157 varyant1 i¢in forward ve reverse primer
- CXCR4 rs2228014 varyant1 igin forward ve reverse primer
- NOD1 rs5743336 varyanti igin forward ve reverse primer

- NOD2 rs2066847 varyanti i¢in forward ve reverse primer

- TLR4 rs4986791 varyant1 igin forward ve reverse primer

- COX2 rs689466 varyanti i¢in forward ve reverse primer

- Restriksiyon Enzimleri (Tag®l, Nlalll, Mspl, Bccl, Aval, Apal, Hinf I, Pvull)
- Niikleaz free su

-1X TBE

- Agaroz

- Red safe jel boyasi

- Marker (50bp)

- Elisa kitleri (TLR4, LY-96, IL-1pB)

- Steril mikropipet ucu (1 pl)

- Steril mikropipet ucu (10 pl)
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- Steril mikropipet ucu (100 pl)

- Steril mikropipet ucu (1000 pl)

- Steril laboratuar eldiveni

- Vida kapakli, contali polipropilen yapida mikrosantrifiij tiipii (2 ml, DNAaz ve
RNAaz free)

- Pastor pipeti

3.1.2. Kullanilan cihaz ve geregler

- PCR cihaz1 (Roche)

- Santrifiij (Heraeus, Megafuge 1.0R)

- Mikro santrifiij (FugeOne PC-100)

- Sogutmal1 santrifiij (Scanspeed 1580 R)

- UV transliiminatdr (Syngene)

- Otomatik pipet seti (Bio Hit)

- Mikro Olgekli Spektrofometre (ATCGene ASP-3700)
- Buz makinesi (Hoshizaki FM- 120 DE)

- Elektroforez cihazi (Hoofer HE-PLUS)

- Elisa mikro plaka yikayici (Biotek ELx50)

- Elisa okuyucu (Thermo Scientific, MULTISKAN GO)
- Buzdolabi (Bosch)

- Su banyosu (GFL)

- Hassas terazi (Presica 125 A)

- Vorteks (IKA- MS2 minishaker)
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- Derin dondurucu (-20) (Bosch)
- Mikro dalga firin (Argelik MD 55 1)
3.1.3. Arastirma gruplarinin belirlenmesi

Bu calisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
17.12.2020 tarihli 2020/33 sayili etik kurul karari ile onay alindiktan sonra

gerceklestirilmistir.

Calismaya Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Uroloji poliklinigine Mart 2019 ve Ocak 2021 tarihleri arasinda
bagvuran ve ¢alismaya katilmay1 kabul eden 28 benign prostat hiperplazili (BPH), 35
lokalize prostat kanserli (LPCa) ve 27 metastatik prostat kanserli hasta (MPCa) olmak
tizere toplamda 90 hasta dahil edilmistir. Kontrol grubu igin ise Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim Uygulama ve Arastirma Hastanesi Uroloji
poliklinigine ¢esitli sikayetlerle bagvuran ve klinik muayene sonrasit herhangi bir
malignansi tespit edilmeyen, baska bir kronik hastaligi bulunmayan ve g¢alismaya

katilmay1 kabul eden 90 saglikl birey dahil edilmistir.

Epidemiyolojik c¢alismalarin ¢ogunda, BPH prevalans: yasli erkeklerde ¢ok
yaygin oldugu i¢in kontrol popiilasyonlarinda BPH varligini tamamen dislamak zor
olmustur (Guess, 2001). Calismamizin hasta gruplar icerisinde BPH’I1 bir grupta
bulundugundan kontrol bireylerde BPH varligin1 dislayabilmek i¢in yas araligi alt
sinir1 distliriilmiistiir ve yas araligi 25-90 yas olarak belirlenmistir. Calismanin
icerigiyle ilgili olarak tiim hasta ve kontrol bireylere detayl bilgi verilerek hastalardan
imzali onam formu alinmus, bilgilendirilmis ayrintili onam formlarin1 imzalamayan

hastalar ¢alismaya dahil edilmemistir.
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Dislama Kriterleri:
e Hasta bireylerde 40 yasindan kiiciik, 90 yasindan biiyiik bireyler
e Kontrol bireylerde 25 yasindan kii¢iik 90 yasindan biiyiik bireyler

e Kontrol bireylerde herhangi bir malignensiye veya kronik bir hastaliga

sahip olanlar

Calismamiza dahil edilen bireylerin demografik ve klinik 6zellikleri hakkindaki
bilgiler kendilerinden ve dosyalarindan elde edilmistir. Hastalardan elde edilen

demografik ve klinik 6zellikler su sekildedir;
Demografik Ozellikler:

- Cinsiyet; BPH ve Prostat kanseri yalnizca erkeklerde tespit edilen
hastaliklar oldugundan ¢alismamiza dahil edilen tiim hasta ve kontrol

bireyler erkektir.

- Yas; Hasta bireylerde 40-90 yas araliginda bireyler segilirken, kontrol
bireylerde BPH varligin1 dislamak icin yas araligi 25-90 yas olarak
belirlenmistir. Kontrol grubumuza miimkiin oldugunca diisiik yas

grubundaki bireyler dahil edilmistir.
Klinik Ozellikler:

- PSA degerleri; Calismamizda BPH’ 11, LPCa’li ve MPCa’l1 hastalara ait

PSA verileri alinmis ve degerlendirilmistir.

Caligmamizda hastalardan 4’er ml vendz kan Ornegi polimorfizmlerin
belirlenmesi i¢in EDTA’11 tiiplere, serum protein seviyelerinin belirlenmesi i¢in jelli
biyokimya tiiplerine alinmistir. Alinan kan serum kisminin ayrilmasi i¢in 4 °C’de 2500

rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
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Calisma asamalarimiz su sekildedir:

- Hasta gruplari (BPH, LPCa, MPCa) ve saglikli kontrollerin periferal arterlerinden

EDTA’l1 ve biyokimya tiiplerine 4’er ml kan alinmas1
- Kan 6rneklerinin santrifiigasyon islemi ile serumlariin ayrilmasi

- EDTA’1 tiipe alinan kan drneklerinden PureLink™ Genomic DNA izolasyon Kiti

kullanilarak genomik DNA izolasyonu
- DNA ’nin miktar ve kalitesinin Nano drop (Mikro Olgekli Spektrofometre) ile dl¢iimii

- {zole edilen DNA’dan CCL11 rs16969415, CCR3 rs4987053, CXCL12 rs1801157,
CXCR4 rs2228014, NOD1 rs5743336, NOD2 rs2066847, TLR4 rs4986791, COX2

1689466 gen bolgelerinin PCR ile ¢ogaltilmasi

- CCL11 rs16969415, CCR3 rs4987053, CXCL12 rs1801157, CXCR4 rs2228014,
NOD1 rs5743336, NOD2 rs2066847, TLR4 rs4986791, COX2 rs689466 gen
bolgelerinin uygun restriksiyon enzimleri (Tag®l, Nlalll, Mspl, Bccl, Aval, Apal, Hinf

I, Pvull) ile kesimi

- Elde edilen kesim iirlinlerinin agaroz jel elektroforezinde yiiriitilmesi ve UV

transliiminatorde goriintiilenmesi
- Jel gortintiilerinden faydalanilarak genotiplerin belirlenmesi

- Kan orneklerinin santrifiigasyon islemi ile ayrilan serum kisimlarindan Elisa kitleri

kullanilarak IL-1B, LY-96 ve TLR4 proteinlerinin serum seviyelerinin dl¢lilmesi

- Verilerin degerlendirilmesi ve istatistiksel analizlerin gerceklestirilmesi
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3.2. Yontem

3.2.1. DNA Izolasyonu

DNA izolasyonu igin PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, California, USA) kullanild:.

Izolasyon Prensibi

PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, spin ile kolon bazli niikleik asit izolasyonu
teknigini kullanmaktadir. Bu teknik kati bir faz kullanarak niikleik asitlerin hizli bir
sekilde saflagtirllmasin1 saglamaktadir. Niikleik asitlerin baglandigi bu kati1 faz,
genellikle silika bazli bir zardan meydana gelmektedir. PureLink™ Genomic DNA
Mini Kit, hiicreleri lizise ugratan ve hiicre proteinlerini denatiire eden kaotropik
tuzlarin varhiginda silika bazli zara DNA’y1 segici olarak baglamaktadir. Guanidin
hidroklorid tuzu kaotropik tuz olarak kit ¢ozeltisinde kullanilmistir. Kit kullanma
klavuzu, izolasyon protokolii sonunda istege gore 25-200 pl araliginda eliisyon

sollisyonu kullanilabilecegini bildirmistir.
Izolasyon Protokolii

e EDTA’l tiipe alinan taze kandan steril 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipine 200 pl
alindi. Eger kan +4°C’de birkag¢ giin bekletilmis ise yavasca alt iist edilerek

karistirildiktan sonra tam kan halinde mikrosantrifiij tiipiine alind1.

e Mikrosantrifiij tlipline alinan her 6rnek tizerine kit soliisyonlar: igerisinde

bulunan proteinaz K’dan 20 ul eklendi.

e Ardindan her tiipe 20 ul RNAaz A eklendi. Karigim iyice vortekslendi. Daha

sonra karisim oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi.

e Karisim iizerine kit soliisyonlar1 icerisinde bulunan PureLink™ Genomic
Lysis/Binding Buffer’dan 200 pl eklenerek homojen bir soliisyon elde etmek

icin mikrosantrifiij tiipii iyice vortekslendi.

e Proteinlerin parcalanmasini tesvik etmek i¢in karisim su banyosunda 55°C’de

10 dakika inkiibe edildi.

e Inkiibasyondan sonra lizat iizerine 200 pl %98,9’luk etil alkol eklendi.
Homojen bir soliisyon elde etmek i¢in mikrosantrifiij tiipii 5 saniye iyice

vortekslendi.
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PureLink™ Genomic Lysis/Binding Buffer ve etil alkolle birlikte yaklasik
olarak 640 pl hacime ulasan lizat, mikrosantrifiij tiipiinden alinarak

PureLink™ Spin kolon igerisine aktarildi.

Icerisinde lizat bulunan PureLink™ Spin kolon, oda sicakliginda 1 dakika

10.000 g’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda igerisinde atik soliisyon bulunan toplama tiipti atildi.
PureLink™ Spin kolon, kit ambalaj1 igerisinde bulunan yeni bir toplama tiipii

igerisine yerlestirildi.

Yeni toplama tiipiine yerlestirilmis PureLink™ Spin kolon igerisine kit
soliisyonlartyla birlikte verilen ve protokol 6ncesinde etil alkol ile hazirlanmis

500 pl Wash Buffer 1 eklendi.
PureLink™ Spin kolon oda sicakliginda 1 dakika 10.000 g’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda igerisinde soliisyon biriken toplama tiipli atilarak

PureLink™ Spin kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

PureLink™ Spin kolon igerisine kit soliisyonlariyla birlikte verilen ve protokol
oncesinde etil alkol ile hazirlanmis 500 ul Wash Buffer 2 eklendi.

PureLink™ Spin kolon oda sicakliginda maksimum hizda 3 dakika santrifiij
edildi.

Santrifiij sonrasinda icerisinde soliisyon biriken toplama tiipii atildi.
PureLink™ Spin kolon, 2 mI’lik, kapag1 koparilmus, steril mikrosantrifiij tiipii
igerisine yerlestirilerek kapagi acildi ve oda sicakliginda 1 dakika inkiibe

edildi.

PureLink™ Spin kolon igerisine 50 ul PureLink™ Genomic Elution Buffer
eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. (Eliisyon buffer kullanimdan
once 55 °C su banyosunda bekletildi.)

PureLink™ Spin kolon oda sicakliginda maksimum hizda 1 dakika santrifiij
edildi.

Santrifiij sonrasinda, PureLink™ Spin kolon altinda bulunan mikrosantrifiij

tiipii saflagtirilmis genomik DNA igeren yaklasik olarak 50 pl ¢ozeltiye sahipti.
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e Ust kistmdaki PureLink™ Spin kolon, DNA igeren mikrosantrifiij tiipiinden

cikarilarak steril yeni bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi.

e PureLink™ Spin kolon igerisine 50 pl PureLink™ Genomic Elution Buffer
eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi.

e Yeni santrifiij tiipiine yerlesik PureLink™ Spin kolon, oda sicakliginda

maksimum hizda 1,5 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasinda PureLink™ Spin kolon altinda bulunan mikrosantrifiij

tiipii saflagtirilmig genomik DNA igeren yaklasik olarak 50 ul ¢ozeltiye sahipti.

e Saflastinnlmis genomik DNA iceren birinci ve ikinci santrifiij tiipleri

birlestirilerek genotip analiz zamanina kadar -20 °C’de sakland.

Ik 50 ul’lik eliisyon muamelesi, silikaya baglanmis DNA’nin yaklasik olarak
%80°ni elde etmekte, ikinci 50 ul’lik eliisyon muamelesi ise geri kalan kismi

yakalamay1 saglamaktadir.
3.2.2. DNA miktarinin belirlenmesi

DNA izolasyon Kkiti ile elde edilen DNA 6rneklerinin miktar1 ve saflik derecesi
Thermo Scientific NanoDrop™ 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE,
ABD) spektrofotometresi ile 6lgiildii.

Genotip analizlerin yapilabilmesi i¢in, fazla miktarda PCR amplikonuna ihtiyag
duyulmaktadir. Bunun i¢in kalip genomik DNA’nin yiiksek saflikta olmasi
gerekmektedir. Bu nedenle, Thermo Scientific NanoDrop™ 1000 spektrofotometrenin
260 ve 280 nm dalga boylarinda dl¢tiigii absorbans degerlerinin oraninin (A2e0/A280)
1,7 ile 2,0 arasinda olmasi sart1 arandi1. Bu araliktaki oran degerleri en diisiik protein
kontaminasyonunu gostermektedir. Olg¢iimden sonra, DNA stok konsantrasyonu 50

ng/pL olacak sekilde 6rnekler eliisyon soliisyonu ile sulandirildi.
3.2.3. PCR-RFLP yontemi ile polimorfizmlerin belirlenmesi
3.2.3.1. Kullanilan Cozeltiler

Master miks

PCR karigimi i¢in i¢inde Taq DNA polimeraz, dNTP karisimi ve uygun tampon
¢ozeltiler bulunan PCR master miks kullanildi. Master miks icerigi su sekildedir; 20
mM Tris-HCI (ph 8,9), 1.8 mM MgCl;, 22 mM NH4ClI, 22 mM KCI, 0,2 mM dNTPs
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(dATP, dCTP, dGTP, dNTP, dTTP), %5°lik gliserol, %0,06 IGEPAL CA-630, %0,05

Tween 20, Xylene Cyanol FF, Tartrazine, 25 iinit/ml One Taq DNA polimeraz.

Primerler

Liyofilize olan primerler niikleaz-free su ile ¢oziindiirtildii. Hazirlanan bu primer

¢oOzeltisi stok ¢ozelti olarak kullanildi. Daha sonra bu stok ¢ozeltiden hazirlanacak

derisime gore belirli bir miktarda alinarak iizeri su ile tamamlandi. Calismamizda,

CCL11, CCR3, CXCL12, CXCR4, NOD1, NOD2, TLR4 ve COX-2 genlerine ait

toplam 8 polimorfizmin analizi amaglandi. Bu gen bolgelerinin amplifikasyonu igin

dizayn edilen ve fretici firmadan temin edilen primer c¢iftleri Tablo 3.1’de

gosterilmistir.
Tablo 3.1. PCR i¢in dizayn edilen forward ve reverse primer giftleri.

Gen SNP Forvard (5°-3’) Primer Dizisi Reverse (5°-3”) Primer Dizisi
CCL11 1s16969415 GACCACCATGTGAACACAGG GCTAGTAGGAGGGACTTGGT
CCR3 rs4987053 CTTTGGTACCACATCCTACCA TGAGAGGAGCTTACACATGC

CXCL12 rs1801157 GGGCAAAGCCTAGTGAAG GCAGAACGTGGAGGATGT
CXCR4 rs2228014 TGACGGACAAGTACAGGC CAAAGATGAAGTCGGGAAT
NOD1 rs5743336 TGAGACCATCTTCATCCTGG CTTCCCACTGAGCAGGTTG
NOD2 rs2066847 GGCAGAAGCCCTCCTGCAGGGCC CCTCAAAATTCTGCCATTCC
TLR4 rs4986791 GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGAG GGAAATCCAGATGTTCTAGTTGTTC
AA TAAGCC
COX-2 rs689466 CCCTGA GCACTACCC ATG AT GCCCTT CAT AGG AGA TAC TGG

3.2.3.2. Izole edilen DNA érneklerinin PCR ile amplifikasyonu

DNA amplifikasyonu i¢cin PCR karisimi her bir kuyucukta DNA miktar ile

birlikte toplam 25 ul olacak sekilde hazirlandi. PCR karisiminda yer alan reaktifler ve

miktarlar1 asagida gosterilmistir.

PCR Karisimi Miktari (ul)
One-Taqg Quick-Load 12,5 pl
2X master miks (NEB®)

Forward primer 0,5 ul
Reverse primer 0,5 ul
PCR-Grade su (invitrogen) 10,5 ul
DNA 1 ul
Toplam 25 ul
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Sekil 3.1. PCR karigiminin hazirlanmasi

3.2.3.3. Gen bolgeleri icin kullanilan amplifikasyon sartlart

Polimeraz zincir reaksiyonunda ¢ift zincirli DNA, tek zincirli DNA haline gelir,
kopyalanarak cogaltilir ve tekrar baglanir. Bu teknik temelde ii¢ islem dongiisiiniin

bir¢ok tekrarindan olusur. Bu islemler;

- Denatiirasyon: Cift sarmal DNA’nin yiiksek sicaklikta ¢oziilerek tek sarmal haline

gelmesi,
- Primer eslesmesi: Reverse ve forward primerlerin hedef DNA’ya baglanmasi,

- Primer uzamasi: Mg*? iyonlarinin varhginda, Taqg DNA polimeraz katalizérliigiiyle
primerlere niikleotid eklenmesi (serbest dNTP) ve DNA zincirinin uzamasi

asamalaridir.

Calismamizda kullanilan One-Taq Quick-Load 2X master miks (NEB®) igin
PCR sartlar1 Tablo 3.2°de gosterilmistir. Reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra her
gen bolgesi i¢in belirlenen baglanma sicakliklar1 kullanilarak asagida verilen sartlarda

amplifikasyon gerceklestirilmistir.
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Tablo 3.2. One-Taq Quick-Load 2X master
miks PCR Sartlar.

Reaksiyon | Sicaklik Zaman
Adim

Baglangig 94 °C 30 saniye

Denatiirasyon

, 4 94 °C 30 saniye
. 30 dongii | 45-68°C | 1 dakika
68°C | 1 dakika
Final Uzama 68 °C 5 dakika
Bekleme 4°C 00

Sekil 3.2. Bio-Rad T100 Thermal cycler

Primer eslesmesi asamasinda, primerlerin hedef DNA’daki belirli bolgelerle
eslesmesi icin yaklasik 45-68 °C araliginda bir sicaklik gereklidir. Bu sicaklik
baglanma (annealing) sicakligi olarak adlandirilir ve her primer igin farkhidir.
Calismamizda incelenen gen bolgeleri ve varyantlarin her biri i¢in gradiyent ¢aligmasi
yapilarak kullanilan primerlere uygun baglanma sicakliklar1 belirlenmistir. Gradiyent
caligmasinda her gen bolgesi igin belirlenen sicaklik araliklari ve derisimler
kullanilarak amplifikasyon yapilmistir. Amplifikasyon sonucunda agaroz jele
amplifikasyon iiriinii yiiklenerek jel elektroforezinde yiiriitiilmiis ve goriintiillenmistir,
en parlak bantin gozlendigi ve non-spesifik bant acisindan en temiz olan sicaklik
baglanma sicakligi olarak secilmistir (Tablo 3.3). Primer baglanma sicakliklar1 ve
primerlere ait uygun derisimler belirlendikten sonra ilgili genlerle ilgili tim PCR

caligmalar1 bu sartlarda gerceklestirilmistir.
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Tablo 3.3. Primer baglanma sicakliklar1 ve derisimleri.

Gen SNP Baglanma sicakhigi Primer derisimi
CCL11 rs16969415 55.5°C 10 pm
CCR3 rs4987053 54.8°C 10 pm

CXCL12 rs1801157 56.5°C 20 pm
CXCR4 rs2228014 53°C 10 pm
NOD1 rs5743336 56.8 °C 10 pm
NOD?2 rs2066847 55.1°C Spm
TLR4 rs4986791 63 °C 10 pm
COX-2 rs689466 54°C Spm

3.2.3.4. Agaroz jel elektroforezi

PCR sonrasi olusan iiriinlerin incelenmesi i¢in %3'liik agaroz jel hazirland1 ve

ornekler agaroz jel elektroforezi yontemi ile jel iizerinde yiiriitiilerek goriintiilendi.
Agaroz Jel Elektroforezi Cozeltileri
10X Tris borat EDTA (TBE) buffer

Ticari olarak satin alinan 10X TBE’den 100 ml alind1 ve distile su ile 1000 ml’ye

tamamlandi. Manyetik karistiricida karistirildi.
%3'liik agaroz jelin hazirlanmasi

- Ug gr agaroz (Invitrogen) tartilip bir beher igerisinde hazirlanmis olan 1X TBE buffer
(Multicell) ile 100 mI’ye tamamlandi.

- Mikrodalga firinda kaynatildi. Yaklasik 60 dereceye kadar sogutulduktan sonra
tizerine 5 pl Red safe koyulup karistirildi.

- Elektroforez baslamadan 6nce tank ve taraklar temizlendi. Tarak ve jel kiiveti tanka

yerlestirildi.

- Hazirlanan jel kiivete dokiildii. Jel donduktan sonra ¢ikarildi ve 1XTBE Buffer ile

doldurulan elektroforez tankina yerlestirildi.
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Sekil 3.3. Agaroz jelin hazirlanmasi

- 14 pul PCR/kesim iiriinii almip jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Her jelin bir
kuyucuguna DNA bantlarinin biiyiikliiklerini belirleyebilmek ic¢in referans gorevi

goren marker yiiklendi.

- Yiikleme islemi bittikten sonra elektrodlar yerlestirilerek 100 voltta 45 dakika

yiiriitiildi.

Sekil 3.4. Hoefer HE-PLUS jel elektroforezi
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- Elektroforez tamamlandiktan sonra jel, CCD kamera altinda incelenerek

goriintiilendi.
3.2.3.5. Restriksiyon enzimleri ile kesim

PCR ile istenilen gen bolgeleri amplifiye edildikten sonra her gen bolgesi ve
varyanti i¢in uygun restriksiyon enzimi kullanilarak kesim islemi yapilmistir. Her gen
bolgesine ait restriksiyon enzimi miktar1 kullanilan enzimin markasina ve protokoliine

uygun olarak hesaplanarak belirlenmistir.
CCL11 rs16969415

CCL11 rs16969415 (-426 C/T) gen bolgesinin toplam uzunlugu 245 bg'dir.
Tag’l (NEB) enzimi ile kesim sirasinda yabanil tip allel (C alleli) varliginda jelde iki
kesim bolgesi (204 bp, 41 bp) olusmaktadir. Polimorfizm goriiliip C alleli T alleli ile
yer degistirdiginde ise kesim olmadigi i¢in jelde tek bant (245 bp) olusmaktadar.

-426 C/T gen bolgesinin restriksiyon enzimi (Taq”l) kesimi i¢in hazirlanan tek
orneklik kesim sartlar1 ve miktarlar1 asagidaki gibidir. Reaksiyon karigimi

hazirlandiktan sonra 65 °C’de 15 dakika kesim yapilmuistir.

Malzeme Adi Miktar (ul)
Cut smart 1.5l
Taq"l 0.1 ul
Su 1.4 ul
PCR iiriinii 12 ul
Toplam 15 ul

Enzim kesim bolgeleri, C alleli ve T alleli varliginda kesim bolgelerinin

degisimleri ve olusan kesim bolgelerinin uzunluklar1 Sekil 3.5'te gdsterilmistir.
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300 bp
250 bp
200 bp

—p 245 bp
== 204 bp

Sekil 3.5. CCL11 rs16969415 gen bolgesinin Tag”l enzimi ile kesim bolgeleri

CCR3 rs4987053

CCR3 rs4987053 (+51 T/C) gen bolgesinin toplam uzunlugu 301 bg'dir. Nlalll
(NEB) enzimi ile kesim sirasinda yabanil tip allel (T alleli) varliginda jelde iki kesim
bolgesi (281 bp, 20 bp) olusmaktadir. Polimorfizm goriiliip T alleli C alleli ile yer
degistirdiginde ise kesim olmadigi i¢in jelde tek bant (301 bp) olusmaktadir.

+51 T/C gen bolgesinin restriksiyon enzimi (Nlalll) kesimi i¢in hazirlanan tek
orneklik kesim sartlar1 ve miktarlar1 asagidaki gibidir. Reaksiyon karigimi

hazirlandiktan sonra 37 °C’de 15 dakika kesim yapilmistir.

Malzeme Ad1 Miktar: (ul)
Cut smart 1.5ul
Nlalll 0.1 pul
Su 1.4 ul
PCR (iiriinii 12 pl
Toplam 15 ul

Enzim kesim bolgeleri, T alleli ve C alleli varliginda kesim bdlgelerinin

degisimleri ve olusan kesim bolgelerinin uzunluklar1 Sekil 3.6'da gosterilmistir.
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Sekil 3.6. CCR3 rs4987053 gen bolgesinin Nlalll enzimi ile kesim bolgeleri
CXCL12 rs1801157

CXCL12rs1801157 (801 G/A) gen bolgesinin toplam uzunlugu 209 bg'dir. Mspl
(NEB) enzimi ile kesim sirasinda yabanil tip allel (G alleli) varliginda jelde iki kesim
bolgesi (117 bp, 92 bp) olugmaktadir. Polimorfizm goriiliip G alleli A alleli ile yer
degistirdiginde ise kesim olmadig1 i¢in jelde tek bant (209 bp) olusmaktadir.

801 G/A gen bolgesinin restriksiyon enzimi (Mspl) kesimi i¢in hazirlanan tek
orneklik kesim sartlar1 ve miktarlart asagidaki gibidir. Reaksiyon karigimi

hazirlandiktan sonra 37 °C’de 15 dakika kesim yapilmistir.

Malzeme Adi Miktar: (ul)
Cut smart 1.5ul
Mspl 0.05 pul
Su 1.45 ul
PCR {iriinii 12 ul
Toplam 15 ul

Enzim kesim bolgeleri, G alleli ve A alleli varliginda kesim bdlgelerinin

degisimleri ve olusan kesim bolgelerinin uzunluklart Sekil 3.7'de gosterilmistir.
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Sekil 3.7. CXCL12 rs1801157 gen bolgesinin Mspl enzimi ile kesim bolgeleri

CXCR4 rs2228014

CXCR4 rs2228014 (-138 C/T) gen bolgesinin toplam uzunlugu 309 bg'dir. Becl
(NEB) enzimi ile kesim sirasinda yabanil tip allel (C alleli) varliginda jelde iki kesim
bolgesi (204 bp, 105 bp) olusmaktadir. Polimorfizm goriiliip C alleli T alleli ile yer
degistirdiginde ise kesim olmadigi i¢in jelde tek bant (309 bp) olusmaktadir.

-138 C/T gen bolgesinin restriksiyon enzimi (Bccl) kesimi igin hazirlanan tek
orneklik kesim sartlar1 ve miktarlart asagidaki gibidir. Reaksiyon karigimi

hazirlandiktan sonra 37 °C’de 60 dakika kesim yapilmistir.

Malzeme Adi Miktari (ul)
Cut smart 1.5l
Bcecl 0.1 pl
Su 1.4 ul
PCR iiriinii 12 ul
Toplam 15 pl

Enzim kesim bolgeleri, C alleli ve T alleli varliginda kesim bdlgelerinin

degisimleri ve olusan kesim bolgelerinin uzunluklart Sekil 3.8'de gosterilmistir.
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Sekil 3.8. CXCR4 rs2228014 gen bolgesinin Becl enzimi ile kesim bolgeleri

NOD1 rs5743336

NOD1 rs5743336 (796 A/G) gen boélgesinin toplam uzunlugu 379 bg'dir. Aval
(Thermo Scientific) enzimi ile kesim sirasinda yabanil tip allel (A alleli) varliginda
jelde kesim olmadigi igin tek bant (309 bp) olusmaktadir. Polimorfizm goriiliip A alleli
G alleli ile yer degistirdiginde ise jelde iki kesim bolgesi (209 bp, 170 bp)
olusmaktadir.

796 A/G gen bolgesinin restriksiyon enzimi (Aval) kesimi igin hazirlanan tek

orneklik kesim sartlar1 ve miktarlar1 asagidaki gibidir. Reaksiyon karigimi

hazirlandiktan sonra 37 °C’de 60 dakika kesim yapilmistir.

Malzeme Adi Miktar: (ul)
Buffer Tango 1.5l
Aval 0.5l
Su 1l
PCR iiriinii 12 ul
Toplam 15 pl

Enzim kesim bolgeleri, A alleli ve G alleli varliginda kesim bdlgelerinin

degisimleri ve olusan kesim bolgelerinin uzunluklar1 Sekil 3.9'da gosterilmistir.
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Sekil 3.9. NOD1 rs5743336 gen bolgesinin Aval enzimi ile kesim bolgeleri

NOD2- rs2066847

NOD?2 rs2066847 (3020insC) gen bdolgesinin toplam uzunlugu 150 bg'dir. Apal
(Thermo Scientific) enzimi ile kesim sirasinda yabanil tip (WT) varliginda jelde kesim
olmadig1 icin tek bant (150 bp) olusmaktadir. Polimorfizm goriiliip bir C baz1
eklendiginde (insersiyon) ise jelde iki kesim bolgesi (128 bp, 22 bp) olugmaktadir.

3020insC gen bolgesinin restriksiyon enzimi (Apal) kesimi i¢in hazirlanan tek
orneklik kesim sartlar1 ve miktarlar1 asagidaki gibidir. Reaksiyon karigimi

hazirlandiktan sonra 37 °C’de 60 dakika kesim yapilmistir.

Malzeme Ad1 Miktar (ul)
Buffer B 1.5l
Apal 0.1pul

Su 1.4 ul
PCR firiinii 12 pl
Toplam 15 ul

NOD2 152066847 gen bolgesi i¢in hasta ve kontrol bireylerde yalnizca atasal tip
(WT) allel bulundugundan WT’e ait bolgenin uzunlugu Sekil 3.10'da gosterilmistir.
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Sekil 3.10. NOD2 rs2066847 gen bolgesinin Apal enzimi ile kesim bolgeleri

TLRA4 rs4986791

TLRA4 rs4986791 (1196 C/T) gen bolgesinin toplam uzunlugu 124 bg'dir. Hinfl
(NEB) enzimi ile kesim sirasinda yabanil tip allel (C alleli) varliginda jelde kesim
olmadigi i¢in tek bant (124 bp) olugsmaktadir. Polimorfizm goriiliip C alleli T alleli ile
yer degistirdiginde ise jelde iki kesim bdlgesi (98 bp, 26 bp) olusmaktadir.

1196 C/T gen bdlgesinin restriksiyon enzimi (Hinfl) kesimi igin hazirlanan tek
orneklik kesim sartlar1 ve miktarlar1 agsagidaki gibidir. Reaksiyon karigimi

hazirlandiktan sonra 37 °C’de 60 dakika kesim yapilmistir.

Malzeme Ad1 Miktar (ul)
Cut smart 1.5ul
Hinfl 0.1 pul
Su 1.4 ul
PCR firiinii 12 ul
Toplam 15 ul

Enzim kesim boélgeleri, C alleli ve T alleli varliginda kesim bdlgelerinin
degisimleri ve olusan kesim bolgelerinin uzunluklar1 Sekil 3.11'de gosterilmistir. (26

bp’lik bant %3’liik agaroz jelde goriintiilenememektedir.)
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Sekil 3.11. TLR4 rs4986791 gen bolgesinin Hinfl enzimi ile kesim bolgeleri
COX-2 rs689466

COX-2 rs689466 (1195 A/G) gen bolgesinin toplam uzunlugu 273 bg'dir. Pvull
(NEB) enzimi ile kesim sirasinda yabanil tip allel (A alleli) varliginda jelde kesim
olmadigi i¢in tek bant (273 bp) olusmaktadir. Polimorfizm goriiliip A alleli G alleli ile
yer degistirdiginde ise jelde iki kesim bdlgesi (220 bp, 53 bp) olugsmaktadir.

1195 G/A gen bolgesinin restriksiyon enzimi (Pvull) kesimi i¢in hazirlanan tek
orneklik kesim sartlar1 ve miktarlar1 asagidaki gibidir. Reaksiyon karigimi

hazirlandiktan sonra 37 °C’de 15 dakika kesim yapilmistir.

Malzeme Ad1 Miktar (ul)
Cut smart 1.5ul
Pvull 0.2 ul
Su 1.3 ul
PCR iiriinii 12 ul
Toplam 15 ul

Enzim kesim bolgeleri, G alleli ve A alleli varliginda kesim bdlgelerinin

degisimleri ve olusan kesim bolgelerinin uzunluklar1 Sekil 3.12'de gdsterilmistir.
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Sekil 3.12. COX-2 rs689466 gen bdlgesinin Pvull enzimi ile kesim bdlgeleri

3.2.4. Serum IL-1f, LY96 ve TLRA4 diizeylerinin belirlenmesi

Serumda TLR4, LY96 ve IL-1B diizeylerinin belirlenmesi i¢gin Human TLR4,
LY96 ve IL-1B Elisa Kkitleri (Elabscience Biotechnology, Wuhan, P.R.C.)
kullanilmistir. Tlk olarak 6rnek, reagent ve standartlar hazirlanip, sonrasinda reaksiyon

asamalari kit protokoliine gore asagidaki gibi gerceklestirilmistir.
Orneklerin hazirlanmast

- Hasta ve kontrol grubundan alinan kanlar 4 ml'lik jelli, vakumlu, tek

kullanimlik, endotoksin icermeyen tiiplere konuldu.

- Ornekler oda sicakliginda 2 saat bekletildikten sonra 2500 rpm’de 15 dk 4 °C'
de santrifiijlendi ve siipernatant kism1 ayrildi. Ornekler galisma yapilana dek -
80 °C' de depolandi.

- Elisa islemine baslamadan o©nce Ornekler depolamadan sonra ortaya
cikabilecek ek ¢okeltileri gidermek i¢in tekrar santrifiijlendi.

Reagent Hazirlhig1
Tim reaktifler kullanilmadan 6nce oda sicakliina getirildi.

- Yikama tamponu: 30 ml konsantre yikama tamponu distile su ile 750 ml’ye
tamamlandi (1:25).

- Biyotinlenmis detection Ab prosediirde kullanilacagi adimdan 15 dakika 6nce
1:100 oraninda diliie edildi.

- HRP Conjugate prosediirde kullanilacagi adimdan 15 dakika 6nce hazirland
(1:100).
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Standard hazirligi

Standartlar kullanmadan 6nce 15 dakika i¢inde hazirlandi.

1 dakika boyunca 10000 g'de santrifiijlendi ve standart 1 ml referans-numune
seyrelticiyle sulandirildi.

10 dakika bekletildi ve birka¢ kez ters ¢evrildi. Tamamen ¢oziildiikten sonra
bir pipet yardimiyla iyice karistirildi.

Bu sulandirma sonucunda bir stok soliisyonu elde edildi, daha sonra seri
diltisyonlar yapildi.

Hazirlanan ilk stok solusyondan 0,5 ml standart alindi, 0,5 ml referans standart-
numune seyreltici igeren bir eppendorf tiipiine eklendi ve karistirildi.

Kalan konsantrasyonlar1 hazirlama prosediirlerinin hepsi bir 6nceki
konsantrasyondan ayni sekilde seri dillisyonlar yapilarak hazirlandi.

Referans standart-numune seyreltici sifir (0 pg/ml-ng/ml) olarak kabul edildi.

ELISA Prosediirii

1. Ornek Ekleme: ilk 6 kuyucuga farkli konsantrasyonlarda standart calisma

sollisyonu 100 uL eklendi. Diger kuyucuklara 100 uL 6rnekler eklendi. Plate
kit igerisinde bulunan kaplayici ile kaplandi. Ardindan 37 °C'de 90 dakika
inkiibe edildi. Soliisyonlar duvarin i¢ kismimma dokunmaktan ve kopik

olusturmaktan kaginilarak Elisa plakasinin alt kismina eklendi (Sekil 3.13).

)

S 3
R

Sekil 3.13. Elisa Asamalar1, A-Ornek, B-Plaka kaplayici, C-37 °C'de 90 dk inkiibasyon
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2. Biyotinlenmis Saptama Ab/Ag: Her kuyucuktaki sivi yikama yapilmadan
pipetle atildi. Her kuyucuga hemen 100 pL Biotinylated Detection Ab/Ag
calisma soliisyonu eklendi. Plaka kaplayici ile kapatildi, yavasga karistirildi.
37 °C'de 1 saat inkiibe edildi.

3. Yikama: Soliisyon her kuyucuktan aspire edildi, her kuyucuga 350 uL yikama
tamponu eklendi. 1~2 dakika bekletilip soliisyon her kuyucuktan aspire edildi
ve temiz filtre kagida hafifce vurarak kurulandi. Bu yikama adimi 3 kez
tekrarlandi. Bu adimda ve diger yikama adimlarinda bir mikro-plaka yikayici
(BioTek, ELx50) kullanild1 (Sekil 3.14). Son yikamadan sonra kalan yikama
tamponu aspire edildi. Plaka ters ¢evrildi ve kalin temiz filtre kagida hafifce

vuruldu.

Sekil 3.14. BioTek ELx50 mikro-plaka yikayict
4. HRP Konjugati: Her kuyucuga 100 pL. HRP Konjugat ¢alisma soliisyonu

eklendi. Plaka kaplayici ile kapatildi. 37 °C' de 30 dakika inkiibe edildi.

5. Yikama: Soliisyon her kuyucuktan aspire edildi, yitkama islemi mikro plaka
yikayici ile 5 kez tekrarlandi.

6. Substrat: Her kuyucuga 90 uL Substrat Reaktifi eklendi. Yeni bir plaka
kaplayici ile kapatildi. 37 °C' de yaklasik 15 dakika inkiibe edildi. Bu asama
plaka 1siktan korunarak gerceklestirildi.

7. Durdurma: Her kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu eklendi.

8. OD Olgiimii: 450 nm'ye ayarlanmis bir mikro-plaka okuyucu (Thermo,
MULTISKAN GO) ile her kuyucugun optik yogunlugu (OD) bir defada
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belirlendi. Sonuglar olusturulan standart egrisine gore hesaplanarak pg/ml veya

ng/ml olarak elde edildi.
3.2.5. Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Stirekli veriler Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir. Kategorik veriler
ise yiizde (%) olarak verilmistir. Verilerin normal dagilima  uygunlugunun
arastirilmasinda Shapiro Wilk testinden yararlanilmistir. Normal dagilima uygunluk
gostermeyen gruplarin karsilastirilmasinda, grup sayisi iki olan durumlar i¢in Mann-
Whitney U testi kullanilmistir. Olusturulan ¢apraz tablolarin analizinde Pearson Ki-
Kare ve Monte Carlo Pearson Ki-Kare analizleri kullanilmistir. Risk faktorlerinin
belirlenmesinde ikili Lojistik  Regresyon analizi kullanilmistir. Analizlerin
uygulanmasinda IBM SPSS Statistics 25.0 ve MedCalc 16 programlarindan

yararlanilmistir.

Serum protein degerlerinin gruplar arasinda karsilastirilmasinda  ve
genotiplerle karsilastirmali analizinde Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
kullanilmistir. Coklu karsilastirmalar i¢cin Dunn Test kullanilmistir. Allel frekanslari
ve genotip dagilimlar1 Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) degerleri FINNETI
programu ile belirlenmistir. Tiim analizlerde 0.05'den kiigiik p degerleri anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamiz kapsaminda 90 hasta (28 BPH, 35 LPCa, 27 MPCa) ve 90 kontrol
bireyin CCL11 rs16969415, CCR3 rs4987053, CXCL12 rs1801157, CXCR4
rs2228014, NOD1 rs5743336, NOD2 rs2066847, TLR4 rs4986791, COX2 rs689466
polimorfizmlerini belirleyebilmek i¢in ilgili gen bolgeleri PCR ile ¢ogaltildi ve uygun
restriksiyon enzimleri (Taqg®l, Nlalll, Mspl, Bccl, Aval, Apal, Hinf I, Pvull)
kullanilarak enzim kesimi gergeklestirildi ve degerlendirildi. Ayrica TLR4, LY96 ve
IL-1B serum seviyeleri Elisa kiti kullanilarak belirlendi. Calismamizda elde ettigimiz

bulgular, istatistiksel anlamliliklar1 belirtilerek tablo olarak bu boliimde sunulmustur.

Calismamiza dahil edilen hasta gruplarinin (BPH, LPCa, MPCa) tiimii erkek
bireylerden olustugu i¢in kontrol bireylerin de tamami erkek bireylerden secilmistir.
Bu nedenle cinsiyet verileri degerlendirilmemistir. Bireylerin  demografik
ozelliklerinden yas verileri degerlendirilmis ve Tablo 4.1°de gosterilmistir. Hasta
grubunun yas ortalamasinin kontrol grubuna gdre daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Hasta ve kontrol grubunun yas ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir fark
tespit edilmistir (p<0.001). Ayrica tiim gruplar arasinda c¢oklu Kkarsilastirma
yapildiginda kontrol grubu yas ortalamasi ile BPH, LPCa ve MPCa yag ortalamalari
arasinda istatistiksel olarak onemli oranda farklilik belirlenmistir (p<0.001). Hasta
gruplar1 (BPH, LPCa, MPCa) yas ortalamalar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir.

Tablo 4.1. Calisma popiilasyonun yas degerleri.

Demografik Hasta Kontrol
ozellik n (90) n (90) istatistik
(M+£SD) (M£SD)
70,30 + 10,46 43,06 + 13,25 p<0.001
Prostat kanseri Non-kanseroz
n (62) n (118) istatistik Coklu
(ortalamaztstandart sapma) (ortalamazstandart sapma) karsilastirma
Yas (1) LPCa (2) MPCa (3) Kontrol (4) BPH
n (35) n (27) n (90) n (28) 1-3: p<0.001
(M£SD) (M=£SD) (M£SD) (M£SD) p<0.001 | 2-3: p<0.001
3-4: p<0.001
68,38 + 8,25 72,14 + 14,29 43,06 + 13,25 70,78 + 8,05 1,2,4: p>0.05

(M=£SD):(Ortalama+Standart sapma)

Caligmamiza dahil edilen hasta gruplarmin klinik 6zelliklerinden PSA degerleri
oncelikle BPH ve prostat kanseri gruplar arasinda degerlendirilmis ve anlamli oranda
farklilik tespit edilmistir. Ayrica ¢oklu karsilastirma analizi degerlendirildiginde tiim
hasta gruplari arasinda (BPH-LPCa, BPH-MPCa, LPCa-MPCa) PSA degerleri anlamli
oranda farkli bulunmustur (p<0,001) (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. BPH, LPCa ve MPCa gruplarinda PSA degerlerinin karsilagtirilmast.

Grup BPH Prostat kanseri
n (28) n (62) istatistik
(M£SD) (M=SD)
4,58 £3,71 323,59 £1134,12 p<0.001
(1) BPH (2) LPCa (3) MPCa
n (28) n (35) n (27) Istatistik Coklu karsilagtirma
PSA (M=SD) (M£SD) (M£SD)
1-2: p<0.001
(ng/ml) .
4,58+3,71 20,17 + 27,06 692,03 £ 1627,36 p<0.001 1-3: p<0.001
2-3: p<0.001

(M=£SD):(Ortalama+Standart sapma)

4.1. Inflamatuar Gen Varyantlar

Inflamatuar gen varyantlarina ait istatistiksel degerlendirmeler ilk olarak
calismaya dahil edilen tiim gruplar arasinda (Kontrol, BPH, LPCa, MPCa), ardindan
non-kanserdz grup (Kontrol, BPH) ve prostat kanseri grubu (LPCa, MPCa) arasinda
yapilmistir. Ayrica CCL11, CCR3, CXCL12, CXCR4, NOD1 ve COX-2 genlerine ait
varyantlar prostat kanseri ve kontrol grubu arasinda Hardy-weinberg dengesine gore

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
4.1.1. CCL11 rs16969415

CCL11rs16969415 (-426 C/T) varyantina ait genotip frekanslari incelendiginde
tiim gruplar arasinda (Kontrol, BPH, LPCa, MPCa) istatistiksel olarak anlamli bir fark
tespit edilememistir (p>0.05). Ayrica non-kanseréz grup (Kontrol, BPH) ve prostat
kanseri grubu (LPCa, MPCa) arasinda da genotip frekanslar1 degerlendirildiginde
anlaml1 bir fark belirlenememistir (p>0.05) (Tablo 4.3).

Prostat kanseri ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi ve allel frekanslarinda
anlamli bir fark belirlenememistir. Hasta ve kontrol genotip dagilimlari Hardy-

Weinberg dengesine uygun bulunmustur (Tablo 4.5).

Allel frekanslar1 non-kanser6z grup (Kontrol, BPH) ve prostat kanseri grubu
(LPCa, MPCa) arasinda degerlendirildiginde anlamli bir fark godzlenememistir
(p>0.05) (Tablo 4.4).

4.1.2. CCR3 rs4987053

CCR3 rs4987053 (+51 T/C) genotip frekanslari tiim gruplar arasinda (Kontrol,
BPH, LPCa, MPCa) degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmistir (p<0.001). Ayrica non-kanseréz grup (Kontrol, BPH) ve prostat kanseri
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grubu (LPCa, MPCa) arasinda da genotip frekanslar1 degerlendirildiginde anlamli bir
fark bulunmustur (p<0.05) (Tablo 4.3).

Ayrica prostat kanseri ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimlar1 ve allel
frekanslar1 agisindan anlamli bir fark belirlenmistir (p<0.001). Ayrica homozigot,
resesif ve dominant modellerde genotip dagilimlarinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark tespit edilmistir (p<0.05). Hasta ve kontrol genotip dagilimlari Hardy-Weinberg

dengesine uygun bulunmustur (Tablo 4.5).

Allel frekanslar1 agisindan degerlendirildiginde, non-kanseréz grup (Kontrol,
BPH) ve prostat kanseri grubu (LPCa, MPCa) arasinda anlamli bir fark belirlenmistir
(p<0.05). C alleli bulunduran bireylerin prostat kanseri riskinin T aleli bulunduran
bireylere gore 1.825 kat arttig1 belirlenmistir (Tablo 4.4).

4.1.3. CXCL12 rs1801157

CXCL12rs1801157 (801 G/A) varyantina ait genotip frekanslari incelendiginde
tiim gruplar arasinda (Kontrol, BPH, LPCa, MPCa) istatistiksel olarak anlamli bir fark
belirlenememistir (p>0.05). Ayrica non-kanser6z grup (Kontrol, BPH) ve prostat
kanseri grubu (LPCa, MPCa) arasinda da genotip frekanslar1 degerlendirildiginde
anlamli bir fark belirlenememistir (p>0.05) (Tablo 4.3).

Prostat kanseri ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi ve allel frekanslarinda
anlamli bir fark belirlenememistir. Hasta ve kontrol genotip dagilimlar1 Hardy-

Weinberg dengesine uygun bulunmustur (Tablo 4.6).

Allel frekanslari non-kanseréz grup (Kontrol, BPH) ve prostat kanseri grubu
(LPCa, MPCa) arasinda degerlendirildiginde anlamli bir fark gbézlenememistir

(p>0.05) (Tablo 4.4).
4.1.4. CXCRA4 rs2228014

CXCR4 rs2228014 (-138 C/T) genotip frekanslar1 degerlendirildiginde non-
kanser6z grup (Kontrol, BPH) ve prostat kanseri grubu (LPCa, MPCa) arasinda
anlaml bir fark bulunamamaistir. Ayrica tiim gruplar arasinda (Kontrol, BPH, LPCa,

MPCa) istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenememistir (p>0.05) (Tablo 4.3).

Prostat kanseri ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimi ve allel frekanslarinda
anlaml bir fark belirlenememistir . Hasta ve kontrol genotip dagilimlarinin Hardy-

Weinberg dengesine uygun olmadigi belirlenmistir (p<0.05) (Tablo 4.6).
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Allel frekanslar1 non-kanserdz grup (Kontrol, BPH) ve prostat kanseri grubu
(LPCa, MPCa) arasinda degerlendirildiginde anlamli bir fark tespit edilememistir
(p>0.05) (Tablo 4.4).

Tablo 4.3. Calisma popiilasyonunda CCL11, CCR3, CXCL12, CXCR4 genotip dagilimlari.

Gen Varyasyon Genotip Non-kanseroz Prostat kanseri Non- PCa
p kansero p
Kontol BPH LPCa MPCa z
CcC 74 24 29 20 98 49
(%) (82.2) (85.7) (82.9) (74.1) (83.1) (79.0)
CT 16 4 5 7 20 12
ccL1l 1516969415 (%) (17.8) (14.3) (14.3) (25.9) 0,517 (16.9) (19.4) 0,389
TT 0 0 1 0 0 1
(%) ) © (2.9 ) () (1.6)
n 90 28 35 27 118 62
TT 63 11 22 9 74 31
(%) (70.0) (39.3) (62.8) (33.3) (62.7) (50.0)
TC 25 17 10 14 42 24
CCR3 154987053 (%) (27.8) (60.7) (28.6) (51.9) <0.001 (35.6) (38.7) 0,013
cC 2 0 3 4 2 7
(%) (2.2) (0) (8.6) (14.8) 1.7 (11.3)
n 90 28 35 27 118 62
GG 38 9 11 8 47 19
(%) (42.2) | (32.1) | (314) | (29.7) (39.8) | (30.6)
GA 42 17 23 16 59 39
CXCL12 rs1801157 (%) (46.7) (60.7) (65.7) (59.2) 0,450 (50.0) (62.9) 0,245
AA 10 2 1 3 12 4
(%) (11.1) (7.1) (2.9) (11.1) (10.2) (6.5)
n 90 28 35 27 118 62
cC 3 2 1 0 > 1
(%) (8.3 (7.1) (2.9) ©) (4.2) (1.6)
CT 87 25 34 25 112 59
CXCR4 rs2228014 (%) (96.7) (89.3) (97.1) (92.6) 0,093 (94.9) (95.2) 0,414
TT 0 1 0 2 1 2
(%) 0) (3.6) (0) (7.4) (0.8) (3.2)
n 90 28 35 27 118 62

Tablo 4.3’te CCCL11 1516969415, CCR3 rs4987053, CXCL12 rs1801157,
CXCR4 rs2228014 gen varyantlarina ait genotip dagilimlari tiim gruplarda (Kontrol,
BPH, LPCa, MPCa) ve non-kanserdz ve prostat kanseri gruplart arasinda ayri ayri

degerlendirilerek p degerleri verilmistir.

Allel frekanslari i¢in olusturulan Tablo 4.4’te ise non-kanserdz ve prostat kanseri
gruplari arasinda degerlendirme yapilmistir. Degerlendirme sonucunda hastalik riskini

etkileyen allel i¢in tabloda Odds Ratio (OR) degerleri ve p degerleri verilmistir.
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Tablo 4.4. Caligsma popiilasyonunda CCL11, CCR3, CXCL12, CXCR4 allel dagilimlari (OR: Odds

ratio).
Gen (Risk) | Varyasyon Allel Non- Prostat OR Istatistik
kanseroz kanseri (95 % CI)
C (%) 216 (91.5) 111 (89.5)
CCL11(T/C) | rs16969415 T (%) 20 (8.5) 13 (10.5) 1.265 p=0,663
n 236 124
T (%) 190 (80.5) 86 (69.4)
CCR3 (CIT) rs4987053 C (%) 46 (19.5) 38 (30.6) 1.825 p=0,017
n 236 124
G (%) 153 (64.8) 77 (62.1)
CXCL12 (A/G) | rs1801157 A (%) 83 (35.2) 47 (37.9) 1.125 p=0,608
n 236 124
C (%) 122 (51.7) 61 (49.2)
CXCR4 (T/C) | rs2228014 T (%) 114 (48.3) 63 (50.8) 1.105 p=0,652
n 236 124

Hardy-Weinberg dengesine gore yapilan degerlendirmede ¢oklu gruplarin
analizi yapilamadigindan genel bir karsilastirma i¢in prostat kanseri ve kontrol grubu
arasinda degerlendirme yapilmistir. Tablo 4.5°te allel frekanslar1 ve genotip
dagilimlart i¢in p degerleri verilmistir. Bununla birlikte tabloda dominant, resesif,

homozigot ve heterozigot modeller i¢in OR degerleri ve p degerleri sunulmustur.
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Tablo 4.5. Prostat kanseri ve kontrol grubu CCL11 rs16969415, CCR3 rs4987053 polimorfizmleri genotip ve alel frekanslari

Allel . Genotip L
SNP C T Istatistik OR Istatistik HWE
0,
rs16969415 o) n%) P (95 % Cl) cc CcT TT P
Kontrol 164 16 74 16 0 0.354
OL) 9 00 1.305 0574
Prostat kanseri 110 14 ' (0.612-2.781) 49 12 1 : 0.790
(88.7) (11.3) '
OR (95 % CI) (Risk allel T)
Heterozigot Homozigot Dominant Resesif Armitage’s trend
CCvsCT CCvsTT CCvsCT+TT CC+CTvsTT test
1.133 4,515 1.227 0.227 .
(0.493-2.600) (0.180-113.088) (0.543-2.775) (0.009-5.652) (:ommo_noagez. 1.699
p=0.768 p=0.221 p=0.622 p=0.226 =
Allel . i .
SNP T C Istatistik OR Genotip Istatistik HWE
0
rs4987053 n(%) n(%) P (95 % CI) TT TC cC P
Kontrol 151 29
(839) (161 o 2.301 o 2 ? ooy 798
Prostat kanseri 86 38 ' (1.326-3.992) a1 o ; : 0.481
(69.3)  (30.7)
OR (95 % CI) (Risk allel C)
Heterozigot Homozigot Dominant Resesif Armitage’s trend
TTvsTC TTvsCC TT vs TC+CC TT+TCvs CC test
1.951 7.113 2.333 0.179 .
(0.963-3.953) (1.395-36.276) (1.192-4.567) (0.036-0.891) Commo_”o%gé 2.425
p=0.061 p=0.007 p=0.012 p=0.019 p=0.

OR: Odds ratio, Cl: Confidence interval, HWE: Hardy-Weinberg equilibrium
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Tablo 4.6. Prostat kanseri ve kontrol grubu CXCL12 rs1801157, CXCR4 rs2228014 polimorfizmleri genotip ve alel frekanslari

Allel . Genotip S
SNP G A Istatistik OR Istatistik HWE
0,
rs1801157 n(%) n(%) P (95 % CI) GG GA AA P
Kontrol 118 62 38 42 10 0.751
(65.5)  (34.6) 0.536 1.162 0.136
Prostat kanseri 77 47 ' (0.722-1.869) 19 39 4 ’ 0.008
(62.0) (38.0)
OR (95 % CI) (Risk allel A)
Heterozigot Homozigot Dominant Resesif Armitage’s trend
GG vs GA GG vs AA GG vs GA+AA GG+GA vs AA test
1.857 0.800 1.654 1.812 .
(0.920-3.748) (0.222-2.888) (0.835-3.274) (0.542-6.065) Commo_no(l)sgb 1.083
p=0.082 p=0.733 p=0.147 p=0.328 p=s
Allel . i .
SNP C T Istatistik OR Genotip Istatistik HWE
0
rs2228014 n(%%) 0(%) P (95 % CI) cC CT TT P
Kontrol 93 87
3 87 0 <0.05
(51.7)  (48.3) 0.671 1.104 0.226
Prostat kanseri 61 63 ' (0.699-1.745) 1 59 ’ ' <0.05
(49.2)  (50.8)
OR (95 % CI) (Risk allel T)
Heterozigot Homozigot Dominant Resesif Armitage’s trend
CCvsCT CCvsTT CCvsCT+TT CC+CTvsTT test
2.034 11.667 2.103 0.134 Common OR:
(0.207-20.034) (0.322-422.139) (0.214-20.703) (0.006-2.834) 10.985
p=0.534 p=0.083 p=0.514 p=0.086 p=0.130

OR: Odds ratio, Cl: Confidence interval, HWE: Hardy-Weinberg equilibrium
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4.1.5. NOD1 rs5743336

NOD1 rs5743336 (796 G/A) genotip frekanslari incelendiginde tiim gruplar
arasinda (Kontrol, BPH, LPCa, MPCa) istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilememistir (p>0.05). Ancak non-kanserdz grup (Kontrol, BPH) ve prostat kanseri
grubu (LPCa, MPCa) arasinda genotip frekanslart degerlendirildiginde anlamli bir fark
belirlenmistir (p<0.05) (Tablo 4.7).

Benzer sekilde prostat kanseri ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimlari ve
allel frekanslar1 arasinda anlamli bir fark belirlenmistir (p<0.05). Ayrica heterozigot,
homozigot ve dominant modelde genotip dagilimlarinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur. Hasta ve kontrol genotip dagilimlar1 Hardy-Weinberg dengesine
uygun bulunmustur. Degerlendirme yapilirken kontrol bireylerde AA genotipine sahip
bireyler hastalara gore daha fazla oldugundan risk allel G olarak secilmistir (Tablo

4.9).

Allel frekanslar1 agisindan degerlendirildiginde, non-kKanseréz grup (Kontrol,
BPH) ve prostat kanseri grubu (LPCa, MPCa) arasinda anlamhi bir fark
belirlenememistir (p=0.051). Ancak G alleli bulunduran bireylerin prostat kanseri

riskinin A aleli bulunduran bireylere gore 1.565 kat arttigi belirlenmistir (Tablo 4.8).
4.1.6. NOD2 rs2066847

NOD2 rs2066847 (3020insC) polimorfizmini belirleyebilmek i¢in ilgili bolge
PCR ile c¢ogaltilmis ve Apal enzimi kullanilarak Orneklerin enzim kesimi
gerceklestirilmistir. Caligma sonucunda, hasta ve kontrol bireylerin tamaminda atasal
tip (WT) allel gézlenmistir. Bu nedenle NOD2 rs2066847 varyant1 genotip dagilimlari
ve allel frekanslari igin istatistik degerlendirmeye dahil edilmemistir. Hasta ve

kontrollerin genotip dagilimina iligskin veriler Tablo 4.7°de sunulmustur.
4.1.7. TLR4 rs4986791

TLR4 rs4986791 (1196 C/T) genotip frekanslari incelendiginde tiim gruplar
arasinda (Kontrol, BPH, LPCa, MPCa) istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilememistir. Ayrica non-kanserdz grup (Kontrol, BPH) ve prostat kanseri grubu
(LPCa, MPCa) arasinda genotip frekanslar arasindaki fark degerlendirildiginde de
anlaml1 bir fark gézlenememistir (p>0.05) (Tablo 4.7).
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TLR4 rs4986791 (1196 C/T) genotip frekanslar1 degerlendirildiginde kontrol
grubunun tamaminda atasal genotip olan CC genotipi gdzlenirken, hasta gruplarinda
yalnizca 1 adet CT 1 adet TT genotipi bulundugu belirlenmistir. Bu nedenle bu gen
varyantt Hardy-Weinberg ve allel frekanslar istatistiksel degerlendirmelerine dahil

edilmemistir.
4.1.8. COX-2 rs689466

COX-2 rs689466 (1195 G/A) genotip frekanslar1 degerlendirildiginde tiim
gruplar arasinda (Kontrol, BPH, LPCa, MPCa) istatistiksel olarak anlamli bir fark
tespit edilmistir (p<0.001). Ayrica non-kanseréz grup (Kontrol, BPH) ve prostat
kanseri grubu (LPCa, MPCa) arasinda genotip frekanslar1 arasindaki fark
degerlendirildiginde anlamli bir fark belirlenmistir (p<0.001). Ayrica AG genotipi
yiizdesinin hastalik siddeti arttikga arttig1 (Kontrol: %7.8, BPH: %14.3, LPCa: %25.7,
MPCa: %40.8) ve MPCa grubunda diger 3 gruba gore belirgin oranda artmis oldugu
gozlenmistir (Tablo 4.7).

Prostat kanseri ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimlari ve allel frekanslari
acisindan anlaml fark tespit edilmistir (p<0.001). Ayrica heterozigot ve dominant
modelde genotip dagilimlarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p<0.001). Hasta ve kontrol genotip dagilimlar1 Hardy-Weinberg dengesine uygun
bulunmustur (Tablo 4.9).

Allel frekanslar1 agisindan degerlendirildiginde de non-kanserdz grup (Kontrol,
BPH) ve prostat kanseri grubu (LPCa, MPCa) arasinda anlamli bir fark gozlenmistir
(p<0.001). G alleli bulunduran bireylerin prostat kanseri riskinin A aleli bulunduran

bireylere gore 3.934 kat arttig1 belirlenmistir (Tablo 4.8).
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Tablo 4.7. Caligsma popiilasyonunda NOD1, NOD2, TLR4, COX-2 genotip dagilimlari.

Gen Varyasyon | Genotip Non-kanseréz | Prostat kanseri p Non- Prostat | p
kanseroz | kanseri
Kontol | BPH | LPCa | MPCa
GG 29 11 12 13 40 25
(%) (32.2) | (39.3) | (34.3) | (48.2) (33.9) | (40.3)
GA 39 11 20 12 50 32
NODL | rs5743336 (%) 433) | (393) | 57.1) | (44.4) | p=0203 | (42.4) | (51.6) | p=0,036
AA 22 6 3 2 28 5
(%) (44) | (21.49) | 86) | (74 (23.7) (8.1)
n 90 28 35 27 118 62
WT 90 28 35 27 118 62
(%) (100) | (100) | (100) | (100) (100) (100)
WT/insC 0 0 0 0 0 0
NOD2 2066847
" (%) © | @ | @ | © ©) ©) -
insC/insC 0 0 0 0 0 0
(%) (9 (9 ) (9 ) (0)
n 90 28 35 27 118 62
cC £ 27 35 26 117 61
(%) (100) | (96.4) | (100) | (96.3) (99.2) | (98.4)
cT 0 1 0 0 1 0
L | L (%) © | @8 | © © | p=0070 | (08) ©) | p=0566
TT 0 0 0 1 0 1
(%) (9 ()] ) (3.7 0) (1.6)
n 90 28 35 27 118 62
AA 83 24 26 16 107 42
(%) (92.2) | (85.7) | (74.3) | (59.2) (0.7 | (67.1)
AG 7 4 9 11 11 20
COX2 | rs689466 (%) 7.8) | (143) | (25.7) | (408) | p<0.001 | (93) | (32.3) | p<0.001
GG 0 0 0 0 0 0
(%) ()] (O] ) ()] ) (0)
n 90 28 35 27 118 62
Tablo 4.8. Calisma popiilasyonunda NOD1, COX-2 allel frekanslari.
Gen (Risk) | Varyasyon Allel Non- Prostat OR (95 % | istatistik
kanseroz kanseri Cl)
G (%) 131 (55.5) 82 (66.1)
NOD1 rs5743336 A (%) 105 (44.5) 42 (33.9) 1.565 p=0,051
n 236 124
A (%) 225 (95.3) 104 (83.9)
COX-2 rs689466 G (%) 11 (4.7) 20 (16.1) 3.934 p<0.001
n 236 124
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Tablo 4.9. Prostat kanseri ve kontrol grubunda Hardy-Weinberg dengesine gére NOD1 rs574336, COX-2 rs689466 polimorfizmleri genotip ve alel frekanslar.

Allel . Genotip L
SNP G A Istatistik OR Istatistik HWE
0,
rs5743336 n(%) n(%) P (95 % CI) GG GA AA P
Kontrol 97 83
(539) (461 . 1671 B 39 22 ooz 022
Prostat kanseri 82 42 ' (1.040-2.682) 25 32 5 ' 0.230
(66.1)  (33.9) :
OR (95 % CI) (Risk allel A)
Heterozigot Homozigot Dominant Resesif Armitage’s trend
AA vs GA AA vs GG AA vs GG+GA GA +AA vs GG test
3.610 3.793 3.688 0.704 .
(1.229-10.607) (1.252-11.494) (1.313-10.361) (0359-1379)  Common O 1.804
p=0.015 p=0.014 p=0.009 p=0.305 p=0.
Allel . i .
SNP A G Istatistik OR Genotip Istatistik HWE
0
rs689466 n(%) n(%) P (95 % CI) AA AG GG P
Kontrol 173 7
@6 G _ o, 4753 83 ! 0 oogy 27
Prostat kanseri 104 20 ' (1.943-11.62) 4 20 0 : 0.129
(839) (16.1)
OR (95 % CI) (Risk allel G)
Heterozigot Homozigot Dominant Resesif Armitage’s trend
AAvs AG AA vs GG AA vs AG+GG AA+AG vs GG test
5.646 1.965 5.646 0.691 .
(2.211-14.416) (0.038-100.749) (2.211-14.416) (0.014-35.268) Commc’(r‘o%gi 5.646
p<0.001 p=1.000 p<0.001 p=1.000 p<v.

OR: Odds ratio, Cl: Confidence interval, HWE: Hardy-Weinberg equilibrium
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4.2. PSA Degerleri ile Inflamatuar Gen Varyantlarinin

Karsilastirmah Analizi

Calismamiza dahil edilen hasta gruplarindaki tiim bireylerin PSA degerleri ile
gen varyantlar1 arasinda iliski olup olmadiginin belirlenmesi i¢in yapilan analizde
COX-2rs689466 polimorfizmi genotip dagilimlari ile PSA degerleri arasinda anlamli
bir fark belirlenmistir (p<<0.05). Bununla birlikte CCL11, CCR3, CXCL12, CXCR4,
NODI1 gen varyantlari ile PSA degerleri arasinda anlamli bir iligki tespit edilememistir
(p>0.05). PSA seviyeleri ve gen varyantlarinin iliskisinin degerlendirildigi p degerleri

tabloda sunulmustur (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. PSA degerleri ile inflamatuar gen varyantlarinin Karsilastirmali analizi

Gen Varyantlan
CCL11- rs16969415 CCR3- 154987053
Gru
P Genotip n M = SD P Genotip n M £ SD P
CC | 73 | 245.73+1049.40 TT | 42 | 31147133804
(nzlsn':‘L) CT | 16| 1399025048 | 0703 | TC | 41 | 15584+397.54 | 0.158
T 1 14.29 cc | 7 | 1027911678
CXCL12- rs1801157 CXCRA- 152228014
GG | 28 | 10547427634 cc | 3 4194331
(n';fn':‘l_) GA | 56 | 1529335760 | 0512 | CT | 84 | 23484:982,60 | 0,194
AA | 6 | 1445604351260 T 3 | 15047423887
NOD1- rs5743336 COX2- rs689466
GG | 36 | 388,05£1449,58 AA | 66 | 959725144
PSA GA | 43| 11546+33144 |0387 | AG | 24 | 57738:1772,18 | 0,035
(ng/mL)
AA | 11| 1142025613 GG | o

4.3. Serum TLR4, LY96 ve IL-1p Diizeylerinin Belirlenmesi

4.3.1. Serum IL-1p diizeyi

Serum IL-1B diizeyleri tiim gruplar arasinda (Kontrol, BPH, LPCa, MPCa)
degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli1 fark bulunmustur (p<0.001) (Tablo 4).
Ayrica tiim gruplar i¢in kendi aralarinda c¢oklu karsilastirma yapilmistir. Coklu
karsilagtirma sonuglarina gore; kontrol grubu ile BPH, LPCa ve MPCa gruplart IL-1f3
diizeyleri karsilastirildiginda ikili gruplarin tamaminda anlamli bir fark tespit
edilmistir (p<0.001). Bununla birlikte LPCa ve MPCa gruplar1 arasinda anlaml fark
bulunmamastir (p>0.05) (Tablo 4.11).
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4.3.2. Serum LY96 diizeyi

Serum LY96 diizeyleri tiim gruplar arasinda (Kontrol, BPH, LPCa, MPCa)
degerlendirilmistir ve istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001) (Tablo
4.10). Ayrica tiim gruplar i¢in kendi aralarinda ¢oklu karsilastirma yapilmistir. Coklu
karsilastirma sonuglarina gore; kontrol grubu ile BPH ve MPCa grubu arasinda anlamli
fark bulunurken (p<0.001), kontrol grubu ile LPCa gruplar1 arasinda anlamli fark
bulunamamistir (p>0.05). Ayrica LPCa ve MPCa gruplar1 arasinda serum LY96
diizeyleri degerlendirildiginde anlamli bir farklilik saptanmamistir (p>0.05) (Tablo
4.11).

4.3.3. Serum TLR4 diizeyi

Serum TLR4 diizeyleri tim gruplar arasinda (Kontrol, BPH, LPCa, MPCa)
degerlendirilmistir ve istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001) (Tablo
4.11). Ayrica ¢oklu karsilastirma sonuglarina gore; kontrol grubu ile BPH ve LPCa
grubu arasinda anlamli fark bulunurken, kontrol grubu MPCa grubu arasinda anlamli
fark bulunamamuigstir. Bununla birlikte LPCa ve MPCa gruplar1 arasinda Serum TLR4
diizeyleri degerlendirildiginde anlamli farklilik saptanmistir (p<0.001) (Tablo 4.11).

Tablo 4.11. Calisma popiilasyonunda serum IL-1B, LY96 ve TLR4 seviyeleri.

Grup Non-kanseroz Prostat Kanseri Coklu
(M = SD) M £ SD) p karsilastirma
(1) Kontrol (2) BPH (3) LPCa (4) MPCa
(n=90) (n=28) (n=35) (n=27)
1-2: p<0,001
IL-1p 1-3: p<0,001
(pg/mL) 14,07 + 9,40 56,97 +32,20 | 46,03 £25,37 | 71,30 £44,14 | p<0,001 1-4: p<0,001
3-4: p=0,809
1-2: p<0,001
LY96 1-3: p=0,607
(ng/mL) 1,51+0,55 1,09 +£0.36 1,37 +£0,54 1,10+0,36 | p<0,001 1-4: p=0,002
3-4: p=0,383
1-2: p<0,001
TLR4 1-3: p=0,001
(ng/mL) 13,21 £2,40 20,09 £ 0,89 15.33+1,76 12,50 +3.14 | p<0,001 1-4: p=0,644
3-4: p<0,001
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4.4. inflamatuar Protein Seviyeleri ve Inflamatuar Gen

Varyantlarimin Karsilastirmah Analizi

Calismamiza dahil edilen tiim bireylerde CCL11, CCR3, CXCL12, CXCR4,
NOD1 ve COX-2 genlerine ait varyantlar ile serum IL-1B, LY96 ve TLR4 diizeyleri
arasindaki iliski degerlendirilmis ve p degerleri ve gen varyantlarina ait her genotip

icin protein seviyeleri de tabloda verilmistir (Tablo 4.12, Tablo 4.13, Tablo 4.14).

IL-1P serum seviyeleri ile CCL11, CCR3, CXCL12, CXCR4, NOD1 ve COX-2
gen varyantlar1 arasindaki iliski degerlendirildiginde, COX-2 rs689466 polimorfizmi
genotip dagilimlari ile IL-1p serum seviyesi arasinda anlamli bir fark saptanmistir
(p<0.05). COX-2 rs689466 varyanti i¢gin AG genotipi bulunduran bireylerde AA
genotipi bulunduran bireylere kiyasla IL-1B serum seviyelerinin 6nemli dlgiide arttig
belirlenmistir (Tablo 4.14).

Tablo 4.12. Calisma popiilasyonunda serum IL-1B, LY96 ve TLR4 seviyelerinin CCL11 rs16969415
ve CCR3 rs4987053 gen varyantlari ile karsilagtirmali analizi.

Kemokin-Kemokin Reseptorii Gen Varyantlari
CCL11- rs16969415 CCR3-rs4987053
Gru
P Genotip n M £ SD P Genotip n M £ SD P
CC | 147 | 33.0331.05 TT | 105 | 30.71+29.58
IL-1p CT | 32 | 4515:4125 |o0209 | TC | 66 | 43373945 | 0066
(pg/mL)
T | 1 96,60 cc 9 | 345341755
cc [147] 1342052 TT | 105| 1,40:051
LY96 cT | 32| 146:056 |o0614| TC | 66 | 1,33:057 | 0,069
(ng/mL)
T | 1 1,40 cc 9 1,08+0,15
cc [147] 1462329 TT | 105| 14,12+3.46
TLR4 cT | 32| 1431:387 |o0553 | TC | 66 | 1545:330 | 0,004
(ng/mL)
T | 1 17,32 cc 9 | 1365148

LY96 serum seviyeleri CCL11, CCR3, CXCL12, CXCR4, NOD1 ve COX-2
gen varyantlar1 genotip dagilimlarina gore karsilastirildiginda, CXCR4 ve NODI1
varyantlar1 genotip dagilimlar1 ile LY96 serum seviyeleri arasinda anlamli bir fark

saptanmustir (p<0.05) (Tablo 4.13, Tablo 4.14).
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Tablo 4.13. Calisma popiilasyonunda serum IL-1B, LY96 ve TLR4 seviyelerinin CXCL12 rs1801157
ve CXCR4 152228014 gen varyantlart ile karsilagtirmali analizi.

Kemokin-Kemokin Reseptorii Gen Varyantlar:
CXCL12- rs1801157 CXCR4-rs2228014
Gru
P Genotip n M+ SD P Genotip n M+ SD P
GG | 66 | 34,04+3347 cc 6 | 408542833
(AQII/;BL) GA | 98 | 37.49+3437 | 0490 | CT |171| 3485+33,61 | 0,106
AA | 16 | 29,79+29,09 T 3 | 64,56+34,20
GG | 66 1,44+0,56 cc 6 1,98+0,64
LY96 a*
(g/mL) GA | 98 129:052 | 0154 | CT | 171 | 1348051 | % ..
AA | 16 1,43+0,39 T 3 1,16+0,43
GG | 66 | 14,12+3,70 cc 6 15,7243,58
(r&n'fﬁ) GA | 98 | 14904324 |0493 | CT |171| 1452+339 | 0,655
AA | 16 | 14,54+2,85 T 3 15,65+3,57
oo LY-96 a* CT-CC: p=0,033
karsilastirma

TLR4 serum seviyeleri CCL11, CCR3, CXCL12, CXCR4, NOD1 ve COX-2
gen varyantlar1 genotip dagilimlarina gore karsilastirildiginda ise gen varyantlar ile
serum TLR4 seviyeleri arasinda anlamli bir fark belirlenememistir (Tablo 4.12, Tablo
4.13, Tablo 4.14).

Tablo 4.14. Calisma popiilasyonunda serum IL-1B, LY96 ve TLR4 seviyelerinin NOD1 rs5743336
ve COX-2 rs689466 gen varyantlari ile karsilastirmali analizi.

NOD1 ve COX-2 Gen Varyantlari
NOD1- rs5743336 COX2- rs689466
Gru
P Genotip n M = SD P Genotip n M+ SD P
GG | 65 | 3586+28,56 AA | 149 | 31,17+29,54
IL-1B a*
(ogmL) GA | 82 | 386243854 | 0255 | AG | 31 | 56554298 | og
AA | 33 | 272622826 GG 0 -
GG | 65 | 1,26+046 AA | 149 | 1,36:0,54
LY96 GA | 82 | 146054 b* AG | 31 | 136:049 | 0,566
(ng/mL) 209, 0,037 60, ’
AA | 33| 1,322058 GG 0 -
GG | 65 | 14,72+3,40 AA | 149 | 1461325
TLR4 GA | 82 | 145943,17 | 0953 | AG | 31 | 1444403 | 0,926
(ng/mL)
AA | 33 | 1430+3,93 GG 0 -
Coklu IL-1p a* AA-AG: p=0,001 LY9 b* GG-GA: p=0,037
karsilagtirma =0 P
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5. TARTISMA

Kronik inflamasyon, cesitli kanserlerin gelisimini tesvik eder ve prostat
karsinojenezine katkida bulunabilir. Inflamasyon, proliferatif inflamatuar atrofi olarak
adlandirilan prostat kanseri Onciil lezyonlari ile iligkilidir ve oksidatif stres ve
mutagenezi indiikleyen reaktif oksijen tiirlerinin olusumu yoluyla prostat
karsinojenezine neden olabilir. Ayrica, inflamatuar stres, neoplastik doniisiimii
destekleyen epigenetik degisikliklere neden olabilir (Tewari, Stockert, Yadav, Yadav,
& Khan, 2018).

Calismamizda inflamatuar siiregte etkili olan kemokinler (CCL11, CCR3,
CXCL12, CXCR4), kalip tanima reseptdrleri (NOD1, NOD2, TLR4), sikloksigenaz
(COX-2) genlerine ait 8 SNP’nin Tiirk toplumundaki sikligini ve yine inflamatuar
stirecte gorevli TLR4, LY96, IL-1B proteinlerinin serum seviyelerini belirlemek
amaclanmistir. Bu bolimde ise elde ettigimiz veriler literatiir verileriyle

karsilastirilarak tartisilacaktir.
5.1. Demografik ve Klinik Verilerin Degerlendirilmesi

Calismamiza dahil edilen hasta gruplarinin (BPH, LPCa, MPCa) tiimii erkek
bireylerden olustugu i¢in kontrol bireylerin de tamami erkek bireylerden secilmistir.
Bu nedenle cinsiyet verileri degerlendirilmemistir. Bireylerin demografik
ozelliklerinden yas verileri degerlendirildiginde hasta grubunun yas ortalamasinin
kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Arastirma gruplarinin
belirlenmesi asamasinda hasta gruplarimiz arasinda BPH’11 bir grupta bulundugundan
kontrol bireylerde BPH varligin1 dislamak i¢in kontrol bireylerin daha diisiik yasta
secilmesi gerektigi belirlenmis ve kontrol grubu bireyler bu 6zelliklere uygun olarak
secilmistir. Caligmamizin sonucunda bununla uyumlu olarak hasta ve kontrol
grubunun yas ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir.
Ayrica tiim gruplar arasinda coklu karsilastirma yapildiginda kontrol grubu yas
ortalamasi ile BPH, LPCa ve MPCa yas ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak

onemli oranda farklilik belirlenmistir.

Caligmamiza dahil edilen hasta grubunda klinik veri olarak BPH ve prostat
kanserinde bir tan1 araci olarak kullanilan PSA degerleri degerlendirilmistir. PSA
degerleri oncelikle BPH ve prostat kanseri gruplar1 arasinda degerlendirilmis ve

anlamli oranda farklilik tespit edilmistir. Ayrica coklu karsilastirma analizi
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degerlendirildiginde tiim hasta gruplar1 arasinda (BPH-LPCa, BPH-MPCa, LPCa-
MPCa) PSA degerleri anlamli oranda farkli bulunmustur.

Calismamiza dahil edilen hasta gruplarindaki tiim bireylerin PSA degerleri ile
gen varyantlar1 arasinda iliski olup olmadiginin belirlenmesi i¢in yapilan analizde
COX-2rs689466 polimorfizmi genotip dagilimlar: ile PSA degerleri arasinda anlaml
bir fark belirlenmistir. Bununla birlikte CCL11, CCR3, CXCL12, CXCR4, NOD1 gen

varyantlar1 ile PSA degerleri arasinda anlamli bir iliski tespit edilememistir.
5.2. Inflamatuar Gen Varyantlar

5.2.1. Kemokinler

Kanser, c¢ok sayida genetik ve cevresel faktor arasindaki karmagik
etkilesimlerden kaynaklanan cok faktorlii bir hastaliktir. Son yillarda birgok calisma,
kemokin ve kemokin reseptorlerine ait gen varyantlari ile malignite duyarlilig

arasindaki iliskiye odaklanmistir (Tong et al., 2016).

Kemokinler ve reseptorleri, bagisiklik hiicrelerinin inflamasyon bolgesine
gbcliniin aracilart olarak gorev yaptigindan ve diizensiz inflamasyon tepkisi, artan
kanser riski ile iliskili oldugundan, kemokin sistemi ayni zamanda diinyadaki prostat
kanserinin degisken insidansina da katkida bulunabilir ve bu malignite i¢in 6nemli bir
risk faktorii olarak diisiiniilebilir. Prostat kanseri insidansi ve 6lim oranlari, Afrikali-
Amerikali erkeklerde, Avrupali-Amerikali erkeklerle karsilagtirildiginda 6nemli
Olciide daha yiiksektir. Primer prostat tiimorii olan hastalarin kemokin ekspresyon
profillerinin karsilastirmali mikro-dizi analizinde CXCR4'lin Afrikali-Amerikali
hastalarda Avrupali-Amerikal1 hastalara kiyasla daha yiiksek seviyelerde ifade edildigi
gosterilmistir (Wallace et al., 2008).

Asagida kemokin CCL11, CXCL12 ve kemokin reseptorleri CCR3 ve CXCR4’e

ait polimorfizm ¢aligmalar1 i¢in literatiir verileri tartigilacaktir.
5.2.1.1. CCL11 rs16969415

Insan Eotaksin (CCL11) geni, kromozom 17q21'de bulunur. Kemokinlerde C-C
motifine sahip ligandlar CCL olarak adlandirilir. CCL kemokin ailesi i¢inde CCLS,
CCL24,CCL26 ve CCL11 bulunur. CCL11 (eotaxin-1), CCL24 (eotaxin-2) ve CCL26
(eotaxin-3) de gii¢lii eozinofil kemoatraktanlaridir (Raby et al., 2006).
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rs16969415 SNP’i CCLI11 geninin -426. pozisyonunda promotor bolgesinde
bulunur, burada C/T pirimidik bazlar1 arasinda bir degisim meydana gelir. Yapilan
literatiir incelemeleri sonucunda prostat kanseri ile CCL11 geni 1516969415
polimorfizminin prostat kanseri ile iliskilendirildigi bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Ayrica kanser ile rs16969415 genetik varyantinin iliskilendirildigi c¢aligmalar
tarandiginda CCL11 genine ait bu varyantin astim gibi pulmoner hastaliklarla

iliskilendirildigi belirlenmistir (Raby et al., 2006).

CCLI11 gen polimorfizmleri literatiirde siklikla solunum komplikasyonlari ile
iligkilendirilmistir. Penteado ve arkadaslari tarafindan Brezilya populasyonunda
yiiriitiilen ¢aligmada diinyada en yaygin kalitsal genetik bozukluk olan Orak Hiicreli
Anemi (SCA) ile CCL11 (Eotaxin-1) ve CCL5 (RANTES) gen polimorfizmleri
arasindaki iliski degerlendirilmistir. SCA’da akcigerler en ¢ok etkilenen organlardan
biridir ve SCA'nin sonuglar1 pediyatrik hastalarda énemli morbidite ve mortalite
oranlarina neden olur. Pulmoner komplikasyonlar c¢ok faktorliidiir ve genetik
polimorfizmlerden etkilenir. CCL11 ve RANTES, eozinofillerin kan damarlarindan
akcigerlere alinmasinda rol oynayan CC kemokin ailesinin tiyeleridir ve solunum
yolunun inflamatuar hastaliklarinda ¢ok 6nemli bir role sahiptir. Bu ¢alismada CCL11
geninin promotor bolgesinde bulunan rs16969415 polimorfizmi (-426 C/T) PCR-
RFLP yontemi ile incelenmistir. Analiz edilen 159 hastanin, %87,4'liniin yabanil
homozigot (CC) genotipe (139/159) ve % 12.5’inin heterozigot (CT) (20/159)
genotipe sahip oldugu tespit edilmistir (Corréa, 2013; Kang et al., 2018).

Immiinolojik degisiklikler ve inflamatuar yamit diizensizliginin sizofreni
patofizyolojisinde 6dnemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Literatiirde kemokinlerin
beyin gelisiminde rol oynadig: belirtilmektedir, bu nedenle bir¢ok kemokin sizofreni
ile iligkili olarak incelenmistir. CCL11’in sinaptik plastisite ve ndrogenez ile iliskili
oldugu yapilan ¢alismalarda belirlenmistir. Ayrica, sizofreni hastalarinda degismis
CCLI11 seviyeleri gozlemlenmistir. Kang ve arkadaslar1 tarafindan 2018 yilinda
yapilan ¢alismada; CCL11'in promotdr bolgesindeki SNP'lerin sizofreniye yatkinliga
katkida bulunup bulunmadigi incelenmistir. Dort promotér SNP [rs17809012 (-
384T>C), rs16969415 (-426C>T), rs17735961 (-488C>A) ve rs4795896 (576G>A)],
254 sizofreni hastasinda ve 405 kontrol 6rneginde genotiplendirilmistir. Sonug olarak;
CCL11 promotdr polimorfizmlerinin Kore popiilasyonunda sizofreni gelisimi i¢in

artmis risk ile iligskili oldugu gosterilmistir. Sizofreni hastalarinda ve kontrol
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orneklerinde CCL11 rs16969415 polimorfizminin genotip ve alel frekanslar
degerlendirildiginde dominant model (CT/TT vs. CC) i¢in anlamli bir fark
bulunamazken, resesif model (TT vs. CC/CT) i¢in istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik tespit edilmistir. rs16969415 (-426C> T) sizofreni ile iliskili bulunmamasina
ragmen, bu SNP sizofreninin klinik semptomlari ile bir iliski gdstermistir. rs16969415
polimorfizmi genotip frekanslari, zayif konsantrasyon, isitsel haliisinasyon ve kotiilik
gorme kuruntusu olan sizofreni hastalarinda dominant lojistik regresyon analiz
modellerinde (CT/TT'ye kars1 CC) 6nemli farkliliklar gostermistir. Calisma sonuglari,
rs16969415 SNP’inin sizofreninin spesifik klinik semptomlar: ile iliskili oldugunu
gostermistir (Kang et al., 2018).

Kemokinlerin ayrica yag dokusunda kronik inflamasyonun, obezite
patogenezinin, glukoz intoleransinin ve tip 2 diyabetin gelisiminde 6nemli bir rol
oynadig1 gosterilmistir. Kemokin genlerindeki bazi SNP'lerin farkli etnik gruplarda
obezite, insiilin direnci, tip 2 diyabet ve diyabet komplikasyonlari ile iligkili oldugu da
belirlenmistir. Kochetova ve arkadaslari tarafindan 2019 yilinda yiiriitiilen ve kemokin
genlerindeki SNP'ler ile tip 2 diyabet arasindaki iligkileri belirlemeyi amaglayan bir
calismada yapilan regresyon analizi sonucu, CCL11'deki rs16969415'in tip 2 diyabetin
baslangi¢ yasi, siiresi ve HbAlc seviyesi ile iligkili oldugu ortaya koyulmustur
(Kochetova, Avzaletdinova, Morugova, & Mustafina, 2019).

Calismamuz literatiirde CCL11 geni rs16969415 polimorfizminin prostat kanseri
ile iligkilendirildigi ilk calismadir. Calismamizda degerlendirilen tiim gruplar arasinda
CCLI11 genirs16969415 varyant1 genotip ve allel frekanslar1 agisindan anlamli bir fark
belirlenememistir. Ayrica bu varyanta ait genotipler ile calismamizda incelenen serum

protein seviyeleri arasinda da anlamli bir fark tespit edilememistir.
5.2.1.2. CCR3 rs4987053

Kemokin reseptorii CCR3’1i kodlayan gen, kromozom 3p21.3 iizerinde bulunur.
CCRa3, eotaksin, RANTES ve MCP-2 gibi ¢esitli kemokinler i¢in bir reseptordiir ve
agirlikli olarak eozinofiller, bazofiller ve T yardimci 2 (Th2) lenfositleri {izerinde
eksprese edilir. rs4987053 polimorfizmi CCR3 geninin ekson 3 ve amino asit
pozisyonu 17'de (Y17Y) bulunan sinonim bir SNP’tir (Fukunaga et al., 2001). Bu

SNP’in inflamatuar hastaliklarla iliskisinin incelendigi birkac ¢alisma bulunmaktadir.
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Fukunga ve arkadaglar1t CCR3 genine ait {i¢ polimorfizm ve astim arasindaki
iligkiyi arastiran bir ¢alisma ylriitmiislerdir. Bu polimorfizmler 391 Japon (210
asttmli ve 181 astimli olmayan kontrol) ve 234 Ingiliz (142 astimli ve 92 astimli
olmayan kontrol) bireyde incelenmistir. CCR3 rs4987053 polimorfizmi, Ingiliz
popiilasyonunda astim tanisi ile 6nemli bir iliski gdsterirken, Japon popiilasyonunda

iliski gdzlenememistir (Fukunaga et al., 2001).

Breunis ve arkadaslar tarafindan Kawasaki hastalig1 icin yliriitiilen benzer bir
vaka kontrol g¢alismasinda ise, kemokin reseptér genleri CCR3, CCR2, CCRS,
CX3CRI1, CXCR1 ve CXCR2'deki yaygin genetik varyantlar analiz edilmistir. CCR3—
CCR2-CCRS gen kiimesinde incelenen sekiz SNP'ten dordii, KD'ye duyarlilikla
onemli bir iligki gostermistir. Ancak CCR3 genindeki rs4987053 SNP’i ile hastalik

arasinda anlamli bir iligki gézlenmemistir (Breunis et al., 2007).

Goode ve arkadaglar tarafindan yumurtalik kanserinde inflamasyon, apoptoz
gibi yolaklarla ilgili ortak kalitsal varyantlarin incelendigi calismada, CCR3
rs4987053 polimorfizminin hastalar ve ser6z yumurtalik kanseri olan kadinlar arasinda

daha zay1f hayatta kalma ile iligkili oldugu belirlenmistir (Goode et al., 2010).

Yukaridaki caligmalarda belirtildigi tizere CCR3 rs4987053 polimorfizminin
cesitli hastaliklarla ve over kanseri ile iligkilendirildigi ¢aligmalar bulunmaktadir.
Ancak caligmamiz prostat kanseri ile CCR3 rs4987053 polimorfizmi arasindaki
iliskinin incelendigi ilk ¢aligmadir. Bizim ¢alismamizda ise; CCR3 rs4987053 genotip
frekanslar1 tiim gruplar arasinda (Kontrol, BPH, LPCa, MPCa) degerlendirildiginde
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir. Yine non-kanser6z grup (Kontrol,
BPH) ve prostat kanseri grubu (LPCa, MPCa) arasinda da genotip frekanslar
agisindan anlamli bir fark belirlenmistir. Ayrica homozigot, resesif ve dominant
modellerde genotip dagilimlarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir.
Allel frekanslart agisindan degerlendirildiginde de, non-kanserdz grup (Kontrol, BPH)
ve prostat kanseri grubu (LPCa, MPCa) arasinda genotip frekanslar
degerlendirildiginde anlaml bir fark belirlenmistir ve C alleli bulunduran bireylerin
prostat kanseri riskinin T aleli bulunduran bireylere gore 1.825 kat arttig1
belirlenmistir. Bulgularimiz CCR3 rs4987053 polimorfizminin prostat kanserinin

tanisinda kullanilabilecek kullanisglt bir biyobelirteg olabilecegini gostermektedir.
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5.2.1.3. CXCL12 rs1801157

CXC kemokin ligand1 12 (CXCL12) stromal hiicreden tiiretilmis faktor-1 (SDF-
1) geni olarak da bilinir ve CXC kemokin ailesine ait kiigiik bir kemotaktik sitokindir.
SDF-1 geni, kromozom 10q11.1 {izerinde bulunur ve 10 kb'lik alan1 kapsar. SDF-1
geni esas olarak bir CXC anjiyojenik kemokini kodlar. SDF-1 kardiyak ve noronal
gelisim, hematopoez, lenfosit ve Iokosit trafiginin diizenlenmesi, kok hiicre
hareketliligi, neovaskiilarizasyon ve tiimorigenez gibi birgok temel biyolojik siirece
katkida bulunur (Zhu et al., 2014). CXCL12’nin kanser olusumundan 6nce bile
stromal vaskiilarizasyon ve anjiyogenezden sorumlu oldugu bildirilmistir (Rébé &

Ghiringhelli, 2020).

SDF-1 rs1801157 polimorfizminin kanser patogenezinde 6nemli rol oynadigi
calismalarda belirlenmistir SDF-1 rs1801157 (G801A) polimorfizmi, SDF-1 geninin
3'-translasyona ugramayan bolgesinin 801. baz ¢iftinde guanin adenin degisimi ile
karakterizedir (G/A). CXCL12 ekspresyonunu up-regiile etme kabiliyetine sahip cis-
etkili faktor i¢in bir hedef olarak kabul edilir (Tong et al., 2016).

Hirata ve arkadaglari tarafindan yiiriitiilen calismada CXCL12 rs1801157 ve p53
Arg72Pro polimorfizmleri 167 PCa hastast ve 167 saghkli kontrolde
genotiplendirilmistir. Saglikli kontrollere kiyasla PCa hastalarinda CXCL12
rs1801157 polimorfizminin GA+AA genotipinde Onemli bir artis goézlenmistir.
CXCLI12 AA genotip sikliginin, lenf nodu metastaz1 olan hasta grubunda (% 23),
metastazi olmayanlara (% 7) kiyasla anlamli derecede daha yiiksek oldugu
belirlenmigstir. Bu c¢alisma 2007 yilinda yapilmistir ve CXCL12 rs1801157
polimorfizminin PCa i¢in bir risk faktorii olabilecegini gosteren ilk rapordur (Hirata et
al., 2007).

Ancak bu bulgularin tersine 2008 yilinda Petersen ve arkadaglari tarafindan
yapilan bagka bir ¢alismada SDF-1 rs1801157 polimorfizmi ve prostat kanseri

duyarlilig1 arasinda bir iliski tanimlanamamistir (Petersen et al., 2008).

2016 yilinda Tong ve arkadaslari tarafindan SDF-1 rs1801157 polimorfizmi ile
kanser riski arasindaki iligkiyi aragtiran meta-analiz ¢alismasina 17.876 katilimc1 dahil
edilmistir. Meta-analiz sonuglari, SDF-1 rs1801157 polimorfizmi ve kanser riski
arasinda onemli bir iliski oldugunu gostermistir. Alt grup analizleri sonucu, SDF-1

rs1801157 polimorfizminin Asyalilar ve Kafkasyalilar arasinda kansere duyarlilikla
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iligkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica, SDF-1 rs1801157 polimorfizmi ile farklh
kanser tiirlerine duyarlilik arasinda da 6nemli iligkiler belirlenmistir. SDF-1 rs1801157
gen polimorfizminin sadece akciger ve iirolojik kanser riskiyle iliskili oldugu
dogrulanmustir. Ozetle, bu ¢alismada SDF-1 151801157 polimorfizminin Asyalilar
arasinda kanser gelisimi i¢in bir risk faktorii, 6zellikle de artan iirolojik ve akciger
kanseri riski ile iliskili oldugu belirlenmistir. Ancak bu meta analize prostat kanseri ve
SDF-1 rs1801157 polimorfizm iliskisinin incelenebildigi yalnizca 3 c¢alisma dahil
edilebilmistir. Bu bulgular prostat kanseri ile belirtilen polimorfizm arasindaki
iliskinin incelendigi simirli sayida ¢alisma oldugunu gostermektedir (Tong et al.,

2016).

Bizim c¢aligmamizda ise; Petersen ve arkadaslarinin sonuglariyla uyumlu olarak
CXCL12 rs1801157 varyantina ait genotip ve allel frekanslar1 incelendiginde prostat

kanseri riski ile bu polimorfizm arasinda anlamli bir fark tespit edilememistir.
5.2.1.4. CXCR4 rs2228014

CXCR4, G-protein bagl reseptorler ailesine ait olan ve islevini CXCL12 ligand:
ile etkilesimi araciligiyla modiile eden bir transmembran reseptordiir. CXCR4,
kolorektal, meme ve oral skuamdz hiicreli karsinom dahil olmak {izere birgok kanser
tirlinlin metastatik siireclerinde 6nemli rol oynayabilir. CXCR4'in CXCL12
tarafindan aktivasyonu tiimor hiicrelerinin gogiinii, invazyonunu ve anjiyogenezini

indiikleyebilir (Zhu et al., 2014).

CXCL12 ve onun reseptoric CXCR4, prostat, akciger, meme ve glioblastom
olmak {izere ¢esitli kanserlerin metastazinda rol oynayan en belirgin reseptor-ligand
ciftlerinden biridir. CXCL12 ve reseptorii CXCR4, PCa hiicrelerinin kemik
metastazin1 tesvik etmek icin birlikte hareket edebilir. PCa'da CXCR4'in up-
regiilasyonu, kanser hiicrelerinin invazif kapasitesinde bir artisa yol acabilir,
inhibisyonu ise metastatik yeteneklerini azaltabilir. Son ¢aligmalar, CXCR4'lin sadece
terapotik bir hedef degil, ayn1 zamanda bir prognostik belirte¢ olarak da hizmet
edebilecegini gostermektedir. CXCLI12-CXCR4 etkilesimi, PCa'daki metastatik
bolgelerde kanser hiicrelerinin kolonizasyonunu destekleyebilir. CXCR4'{in up-

regililasyonu artmis metastatik aktiviteye yol agabilir (Sbrissa et al., 2019).

Kemokin CXCL12 ve reseptorii CXCR4'lin kanser metastazi ile iligkili oldugu
calismalarla belirlenmistir. CXCL12/CXCR4 etkilesiminin ayrica PCa metastazinda
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rol oynadig1 gosterilmistir. SDF-1, kemokinlerin CXC alt ailesine aittir ve stromal
hiicreler tarafindan iiretilir. Tek reseptorii CXCR4'in ekspresyonu diisiiktiir veya
normal prostat epitelinde yoktur. Kanser bolgesinde ise asir1 eksprese edilir ve
invazyon ve metastazda 6nemli bir rol oynar. Sun ve arkadaslari tarafindan yapilan
calismada PCa'da CXCR4 ve CXCLI12 ekspresyonu arastirilmis ve CXCR4

ekspresyonunun artmis malignite ile iligkili oldugu belirlenmistir (Sun et al., 2003).

Insan CXCR4 geni, kromozom 2q21 iizerinde bulunur ve CXCR4'iin sinonim
polimorfizmi, rs2228014, kodon 138 de sitozin timin (C/T) degisimi ile karakterizedir
(Y. Wuetal., 2016).

Wu ve arkadaglari tarafindan CXCR4 rs2228014 polimorfizmi ve kanser riskinin
incelendigi meta analizde 11 ¢alisma degerlendirilmistir. Analize 3684 kanser hastasi
ve 5114 saglikli kontrol dahil edilmistir. Homozigot ve resesif modelde rs2228014
polimorfizmi Onemli Olgiide artmis kanser riski ile iliskilendirilmistir. CXCR4
genindeki rs2228014 polimorfizminin, 6zellikle Asya etnik kdkeninde artmis kanser

riski ile iliskili oldugu gosterilmistir (Y. Wu et al., 2016).

Molekiiler epidemiyolojik ¢alismalarda, CXCR4'lin yiiksek oranda mutasyona
ugradigi ve renal hiicreli karsinom, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri, oral kanser,
hepatoselliiler karsinom, akut miyeloid 16semi ve meme kanserinde pro-onkojenik bir
role sahip oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, diger calismalar rs2228014
polimorfizmi ile endometrial karsinom, mesane kanseri, kronik lenfositik 16semi ve
prostat kanseri riski arasinda 6nemli bir iligki olmadigint gostermistir (Y. Wu et al.,

2016).

Isman ve arkadaslar1 tarafindan yiiriitiilen calismada, CXCL12 rs1801157 ve
CXCR4 152228014 polimorfizmleri ile prostat kanserinin duyarlilifit ve
Klinikopatolojik  gelisimi  arasindaki iliski incelenmistir.  Polimorfizmlerin
belirlenmesinde PCR-RFLP yontemi kullanilmistir ve ¢alismaya 149 saglikli kontrol
ve 152 prostat kanseri hastast dahil edilmistir. Kontroller ve prostat kanseri hastalari
arasinda CXCL12 ve CXCR4 genotip dagilimlarinda o6nemli bir fark tespit
edilememistir. CXCL12 geninin AA genotip dagiliminin kemik metastazt olan
hastalarda kemik metastaz1 olmayanlara gore anlamli olarak arttig1 bulunmustur. Bu
calisma sonucunda, CXCL12 ve CXCR4 gen polimorfizmlerinin prostat kanserine

yatkinlik icin risk faktorii olmadigr belirlenmistir. Bununla birlikte, CXCL12 gen
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polimorfizminin, Tiirk erkek popiilasyonunda prostat kanserinin ilerlemesi ve kemik

metastazi ile iliskili olabilecegi belirlenmistir (Isman et al., 2012).

Bizim c¢alismamizda da, CXCR4 rs2228014 varyantina ait genotip ve allel
frekanslar1 degerlendirildiginde tiim gruplar i¢in prostat kanseri riski ile bu
polimorfizm arasinda anlamli bir fark tespit edilememistir. Bununla birlikte CXCR4
rs2228014 varyant1 genotip frekanslari ile LY96 serum seviyesi arasinda anlamlr iligki

tespit edilmistir.
5.2.2. Kalipp Tanima Reseptorleri (PRR)

PRR'lerin dis alanini olusturan 16sin agisindan zengin tekrarlarda bulunan gen
polimorfizmleri, reseptdriin normalde tanidiklar1 patojenlere baglanma yetenegini
etkileyebilir. Transmembran alandaki SNP'ler, zar {izerinde bir reseptoriin
bulunmasina izin vermeyen hiicre i¢i reseptor transportunda hatalara yol agabilir. Son
olarak, i¢ alandaki polimorfizmler, adaptor proteinleri ile etkilesimin degismesine
veya dimerizasyonun bozulmasina neden olabilir. Dolayisiyla, PRR'leri kodlayan
genlerin kalitsal SNP'leri PRR ekspresyonunu ve aktivitesini degistirebilir, ¢esitli
hastaliklarin riskini modiile edebilir ve ilerlemelerini etkileyebilir (Kutikhin &
Yuzhalin, 2013).

PRR'leri kodlayan gen polimorfizmleri ve PRR yolaginin proteinleri tarafindan
hastalik riskinin modiilasyonu igin iki temel mekanizma diisiiniilebilir. Bunlardan ilki,
enfeksiyon riskini artiran ve kronik sekilde gelisimini destekleyen bazi patojenlere
(bakteri, viriis, mantar, protozoan ve helmintler olabilir) kars1 bagisiklik tepkisinin
bozulmasidir. Ikinci mekanizma ise, tehlikeli bir kronik inflamasyon durumu yaratan
ligandin (eksojen veya endojen) baglanmasindan sonra proinflamatuar sitokinlerin
tiretiminin artmasidir (Kutikhin & Yuzhalin, 2013).

5.2.2.1. Nod benzeri reseptorler

Dogustan gelen bagisiklik sistemi, konaker hiicrenin PRR'leri ile PAMP’lar1
taniyarak patojen saldirisina karsi savunma yapar. NLR'ler, eksojen ligandlar1 (PAMP)
ve endojen ligandlari (DAMP) baglayan evrimsel olarak korunmus sitozolik PRR'lerin

bir ailesini olusturur (Ozbayer et al., 2015).

NLR ailesi tyeleri arasinda en erken kesfedilenler, kaspaz-1 giiclendirme
alanlarin1 (CARD) i¢eren ve NF-kB sinyallemesini etkinlestiren sitozolik reseptorler

NODI1/CARD4 ve NOD2/CARDI15’tir. NOD1/CARD4 ve NOD2/CARD15 ana NLR
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ailesi liyeleridir ve inflamatuar sinyal yollarinin aktive edilmesinde 6nemli rol oynarlar

(Ozbayer et al., 2015).
5.2.2.1.1. NOD1/CARD4 rs5743336

NODI/CARD4 (aym1 zamanda NLRCI1 olarak da bilinir) 7p14-15
kromozomunda lokalize olmustur. Hem epitelyal hem de miyeloid kodkenli hiicrelerde
eksprese edilir ve patojen taninmasina katkida bulunur. NOD1 rs5743336 varyasyonu,
ekson 3'te 796. konumunda G/A degisimi ile karakterizedir. (Ozbayer et al., 2015).

NLR'ler, sitozolde bulunur, bakteriyel ve viral ligandlar1 baglarlar. Sitozole ek
olarak, NOD1/CARD4 ve NOD2/CARDI1S5, hiicre yiizey membraninda lokalize
olabilirler. Reseptor lokalizasyonu, sinyalizasyonun baslamasini ve ardindan NF-kB
aktivasyonunu etkileyebilir. NLR gen polimorfizmleri, pro- ve anti-inflamatuar
sitokinler arasindaki dengeyi degistirebilir ve enfeksiyon, kronik inflamasyon ve

kanser riskini modiile edebilir (Ozbayer et al., 2015).

NODI1/CARD4 ve NOD2/CARDI1S5 gen polimorfizmleri de bir¢ok kanser tiirii
icin degisen risklerle iliskilendirilebilir. Ozbayer ve arkadaslar1 tarafindan 2015
yilinda yiiriitiilen akciger kanseri riskinde NOD1/CARD4 ve NOD2/CARD15 genetik
varyasyonlarinin ~ roliinlin incelendigi c¢alismada, PCR-RFLP yoOntemi ile
NOD1/CARD4 (rs5743336) ve NOD2/CARD15 (rs2066847) SNP'leri analiz
edilmistir. Akciger kanseri hastalar1 ve kontroller arasinda NODI1/CARD4'lin
rs5743336 varyantinin genotip dagiliminda anlaml bir fark tespit edilmistir (Ozbayer
et al., 2015).

Mide kanseri (GC) ve yiiksek riskli atrofik gastrit (HRAG) ile ACE, NOD1,
TLR4 ve FAS gen polimorfizmlerinin iligkisini aragtirmayr amaglayan calismaya
Kafkas kokenli 574 birey (114 GC, 222 HRAG, 238 kontrol) dahil edilmistir. Gen
polimorfizmleri PCR-RFLP metodu ile belirlenmistir. Calisma sonucunda, Kafkas
populasyonunda NOD1 rs5743336 polimorfizmi ile mide kanseri arasinda bir iliski
tespit edilememistir (Kupcinskas et al., 2011).

Kronik inflamasyonun kanser riski ile iliskili oldugu ve NOD benzeri reseptor
sinyalinin ¢esitli hastaliklarla iligkili kronik inflamasyona aracilik ettigi bilinmektedir.
NODI1/CARD4 ve NOD2/CARD15'teki genetik varyasyonlar daha once inflamatuar
bagirsak hastaligi (McGovern et al., 2005), Crohn hastaligi (Hampe et al., 2007;
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Molnar et al., 2007), sarkoidoz (Tanabe et al., 2006), Non-Hodgkin lenfoma (Forrest
et al., 2006) ve mide kanserinde (Kupcinskas et al., 2011) calisilmistir.

Bununla birlikte, c¢alismamiz, NODI1/CARD4 ve NOD2/CARDIS gen
polimorfizmlerinin prostat kanseri riskini etkileyebilecegi hipotezini test etmeyi
amaglayan ilk c¢alismadir. Bizim c¢aligma bulgularimiza goére; NODI1/CARDA4
rs5743336 polimorfizmi i¢in non-kanserdz grup (Kontrol, BPH) ve prostat kanseri
grubu (LPCa, MPCa) arasinda genotip frekanslar1 arasindaki fark degerlendirildiginde
anlaml bir fark oldugu belirlenmistir. Yine prostat kanseri ve kontrol grubu arasinda
genotip dagilimlari ve allel frekanslart arasinda anlamli bir fark belirlenmistir. Ayrica
heterozigot,homozigot ve dominant modelde genotip dagilimlarinda istatistiksel

olarak anlaml1 fark bulunmustur.
5.2.2.1.2. NOD2/CARD15 rs2066847

NOD?2 geni kromozomun 16912 pozisyonunda bulunmaktadir. 12 eksondan ve
sitozolik bir protein olan iriinii 1.040 amino asitten olusur. NOD2/CARDI15 (ayni
zamanda NLRC2 olarak da bilinir) esas olarak miyeloid hiicreler tarafindan eksprese
edilir. Patojenik organizmalara karsi immiin yanitta iglev goriir. NOD2 proteini,
bagisiklik sistemi islevinde dnemli bir rol oynar. Viicudu viriisler ve bakteriler gibi
yabanci istilacilara karsit korumaya yardimei olan bazi bagisiklik sistemi hiicrelerinde
(monositler, makrofajlar ve dendritik hiicreler) aktiftir. NOD2, inflamatuar yanitta ve

NF-kB yolaginin aktivasyonunda rol oynar (Huszno et al., 2017).

NLR'ler ile ilgili olarak, {i¢c bagimsiz ana NOD2/CARD15 gen polimorfizmi
vardir. Bunlardan, rs2066847 SNP’i erken bir durdurma kodonu ile sonuglanan

cergeve kaymasi mutasyonudur ve kesilmis protein sentezi ile sonuglanir (Kutikhin &

Yuzhalin, 2013).

2001-2003 yillar1 arasinda rs2066847'nin insersiyon aleli ile Crohn hastaligi
(CD) riskinin artmasi arasindaki baglanti kesfedilmistir. Sonraki iki yil iginde
NOD2/CARD15 rs2066847 insersiyon allelinin daha yiiksek iilseratif kolit (UC) riski
ile iliskili oldugu belirlenmistir. Hem UC hem de CD'nin artmis kolorektal kanser
(CRC) riski ile baglantili oldugu bilindigi icin, Kurzawski ve arkadaslari
NOD2/CARD15 gen polimorfizmlerinin CRC riskinin degismesi ile iliskili
olabilecegini diistinmiis ve bu konuya iliskin ilk popiilasyon ¢alismasinm

gerceklestirmislerdir. Calisma sonucunda, rs2066847'nin insersiyon alelinin 50 yasin
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tizerindeki hastalarda daha yiiksek CRC riski ile iligkili oldugu ve bu allelin bu yastan

sonra CRC riskini artirabilecegi sonucuna varilmistir (Kurzawski et al., 2004).

Yukaridaki ¢alismada da belirtildigi tizere, NOD2 geni Crohn hastaligina
duyarlilikla iligkilendirilmistir. Crohn hastalig1 olan kisiler, cogu organ bdlgesinde
kanser i¢in yiiksek risk altindadir. Lubifiski ve arkadaslar tarafindan Polonyali 2604
kanser hastas1 ve 1910 kontrol birey arasinda NOD2 geninin 3020insC aleli ile kanser
arasindaki iliski incelenmistir. Calisma sonucunda, kolon kanseri, akciger kanseri ve
yumurtalik kanseri i¢in 6nemli iliskiler bulunmustur. Ayrica, NOD2 3020insC alelinin
Polonyal1 bireyler arasinda nispeten yaygin oldugu (% 7,3) ve kanser vakalarinin

6nemli bir kismindan sorumlu olabilecegi belirlenmistir (Lubinski et al., 2005).

Ancak bu bulgularn tersine, Ozbayer ve arkadaslari tarafindan 2015 yilinda
yiiriitiilen akciger kanseri riskinde NOD1/CARD4 ve NOD2/CARDIS5 genetik
varyasyonlarinin roliiniin incelendigi ¢alismada, hasta ve kontrol bireylerde toplamda
3 adet InsC alleli tespit edilmis ve NOD2/CARD15'in rs2066847 genotipi ile akciger
kanseri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenememistir (Ozbayer et al.,

2015).

Kolorektal kanser ¢alismasinda 50 yasin istiindeki hastalarda rs2066847'nin
insersiyon alelinin yiiksek CRC riski ile iligkili oldugu belirtilmistir (Kurzawski et al.,
2004). Prostat kanseri riski de yasla birlikte arttiindan ve NOD2/CARDI15 rs2066847
SNP’i ile prostat kanseri riski arasindaki iligkinin incelendigi bir ¢alisma literatiirde
bulunmadigindan ¢aligmamizda bu genetik varyant ile prostat kanseri riski arasindaki
iliski incelenmistir. Calismamiz sonucunda tiim hasta ve kontrol bireylerin atasal tip
allele sahip oldugu gézlenmistir. NOD2/CARD15 rs2066847 polimorfizmi ile prostat

kanseri arasinda anlamli bir iligki tespit edilememistir.
5.2.2.2. Toll-benzeri reseptorler

Prostat kanserinde TLR'lerin islevi ve biyolojik 6nemi karmasik goriinmektedir.
Muhtemelen farkli ve tanimlanmamis TLR sinyal yolaklari, kanser hiicrelerinde veya
tiimor ilerlemesi sirasinda dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinde aktive edilir. Prostat
kanseri hiicrelerinde TLR2, 4 ve 9'un aktivasyonlari, tiimor biiylimesini tesvik ediyor
gibi goriinmektedir, ancak TLR3, 5, 7’nin aktivasyonu prostat kanserini inhibe
edebilir. TLR4 bazi durumlarda tiimor biiylimesini tesvik ederken, bazi durumlarda

inhibe etmektedir. Bunun sebebi TLR4 geni lizerindeki tek niikleotid polimorfizmleri
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ve bunun sonucu olarak TLR4 ekspresyonu ve protein seviyesinde meydana gelen
degisiklikler olabilir. TLR gen polimorfizmleri TLR sinyalini degistirebilir,
dolayisiyla inflamasyonu ve prostat kanseri riskini etkileyebilir. TLR genlerindeki

polimorfizmlerin, enfeksiy6z ve inflamatuar hastaliklara duyarlilikla iliskili oldugu

bildirilmektedir (S. Zhao et al., 2014).
5.2.2.2.1. TLR4 rs4986791

TLR4 geni iizerinde sinonim olmayan polimorfizm; rs4986791 (1196 C/T)
dordiincii eksonda yer alir, TLR4'iin hiicre dis1 alanini etkiler ve sitozin-timin (C/T)
degisimine neden olur. Bu da 399. konumda treonin yerine izoldsin (Thr3991le) amino
asit degisimi ile sonuglanir. Bu degisiklikler de ligand baglayici reseptor alaninda
degisiklige yol acar. TLR4 geninde meydana gelen bu fonksiyonel polimorfizm
TLR4’iin LPS (ligand) ile etkilesimini modiile edebilir (Ferwerda et al., 2008).

Kronik inflamasyonun prostat karsinogenezinde anahtar rol oynadigl,
dolayistyla pro-inflamatuar genlerdeki yaygin SNP'lerin PCa riski ile potansiyel olarak
iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Balistreri ve arkadaslar1 tarafindan PCa'nin hem
Oonlenmesi hem de tedavisi i¢in yeni stratejiler gelistirmek icin deneysel bir temel
olarak aday genleri belirlemek amaciyla yiiriitiillen ¢aligmada, TLR4 geni iizerindeki
Asp299Gly ve Thr3991le polimorfizmleri hasta ve kontrol bireyler arasinda
degerlendirilmistir. Sicilyali popiilasyonunda TLR4 Asp299Gly ve Thr3991le
polimorfizmleri ile prostat kanseri riski arasinda dnemli bir iligki tespit edilememistir

(Balistreri et al., 2010).

Degirmenci ve arkadaslari tarafindan, 2019 yilinda, Tip 2 diyabet ve inflamatuar
yolakta etkili IRAK1, TRAP gen varyantlar1 ve TLR4 geni iizerinde bulunan
154986790, rs4986791 polimorfizmleri ve bu varyantlarin inflamatuar faktoérleri (TNF-
a, IL-6, MCP-1 ve IL-1B) nasil etkiledigini arastirmayi amaclayan bir ¢alisma
yiritiilmistir. TLR4 rs4986790 ve rs4986791 varyasyonlari, PCR-RFLP yontemi ile
gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda TLR4, IRAK1 ve TIRAP gen varyantlari ile
tip 2 diyabet riski ve insiilin direnci arasinda iligki tespit edilememistir. Ancak, TNF-
a, IL-6, MCP-1 ve IL-1p seviyelerinin diyabet ve insiilin direnci ile de iligkili oldugu
belirlenmistir. Ayrica, Tip 2 diyabet ve insiilin direnci gruplarinda gen varyantlar

anlamli olmamasina ragmen, IRAK1, TLR4 ve TIRAP gen varyantlarinin TNF-a, IL-
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6, MCP-1 ve IL-1P serum seviyeleri ile iligkili oldugu belirtilmistir (Degirmenci et al.,
2019).

Bizim ¢alismamiz sonucunda da tiim kontrol bireylerin atasal tip genotipe sahip
oldugu (CC) ve hasta bireylerin de tamamina yakininin (1 CT, 1 TT) atasal tip allele
sahip oldugu gozlenmistir. Bizim bulgularimiza goére de yukaridaki ¢alismalarla
benzer olarak TLR4 rs4986791 polimorfizmi ile prostat kanseri arasinda anlamli bir

iliski tespit edilememistir.
5.2.3. Siklooksigenazlar
5.2.3.1. COX-2 rs689466

Insan COX-2'yi kodlayan gen, kromozom 1¢25.2-q25.3 iizerinde bulunan 10
eksonlu 8 kb'lik bir gendir. rs689466 SNP’i, COX2 promotdriinde -1195. (-1195G/A)
pozisyonda yer alir (W. Wang & Wang, 2018).

Siklooksijenaz 2 (COX-2), arasidonik asidi gii¢lii inflamasyon aracilart olan
prostaglandinlere doniistiiren ana enzimdir. Steroid olmayan antiinflamatuar ilaglar
(NSAID'ler) COX-2'nin enzimatik aktivitesini inhibe eder ve NSAID'lerin uzun siireli
kullaniminin prostat kanseri riskini orta derecede diistirdiigii gosterilmistir. Bu bilgiler
151g¢inda Cheng ve arkadaslari tarafindan yiiriitiilen ¢alismada COX-2 geni tizerindeki
yaygin genetik varyasyonlarin ilerlemis prostat kanseri riskini etkileyip etkilemedigi
arastirilmistir. COX-2 geninde bulunan rs689466’min da i¢inde bulundugu 9 SNP,
ileri  prostat kanseri vaka-kontrol c¢alismasinda 1012 erkek arasinda
genotiplendirilmistir. i1k olarak, 506 ileri vaka ve 506 kontrol igeren ¢alismada COX-
2 SNP'leri ile prostat kanseri riski arasindaki iliski test edilmistir. U¢ SNP’in
(rs2745557, rs2206593 ve rs689470) prostat kanseri riski ile istatistiksel olarak
anlamli sekilde iliskili oldugu bulunurken, rs689466 polimorfizmi ile prostat kanseri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (Cheng et al., 2007).

Wu ve arkadaslan tarafindan yapilan c¢alismada, prostat tiimorlerinde asir
eksprese edildigi bildirilen COX-2 genindeki polimorfik genotiplerin prostat kanseri
ile iligkisi degerlendirilmistir. COX-2'nin alt1 polimorfik varyant1 (rs689466, rs20417,
1s5275, 1s2745557, rs16825748, rs2066826) prostat kanseri duyarlilig: ile iligkileri
acisindan analiz edilmistir. Incelenen alt1 polimorfik bdlge arasinda sadece COX-2

promotorii rs14133 genotiplerinin prostat kanseri ve kontrol gruplar1 arasinda farkl
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sekilde dagilim gosterdigi belirlenmistir. Diger polimorfizmler i¢in ise istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunamamistir (H.-C. Wu et al., 2011).

Sugie ve arkadaslari tarafindan 2014 yilinda, COX-2 rs689466 polimorfizmi ile
prostat kanseri riski arasindaki iliskiyi degerlendirmeyi amaglayan bir c¢alisma
yiritilmistir. Calismaya 134 prostat kanseri hastast ve 86 saglikli kontrol dahil
edilmigtir. COX-2 rs689466 polimorfizminin  degerlendirilmesinde PCR-RFLP
metodu kullanilmistir. Calisma sonucunda, COX-2 rs689465 polimorfizmi genotip
dagilimlar: ve allel frekanslarinin prostat kanseri ve kontrol gruplari arasinda 6nemli
Olciide farklilik gosterdigi belirlenmistir. Bu ¢alisma yukaridaki ¢alismanin aksine,
COX-2 rs689466 varyant1 ile prostat kanseri riski arasinda bir iliski oldugunu
gostermistir (Sugie et al., 2014).

(Calismalardan da goriilecegi iizere polimorfizmler farkli toplumlar i¢in farklilik
gosterebilmektedir. Literatiir bilgileri tarandiginda iilkemizde COX-2 rs689466
polimorfizminin ¢esitli hastaliklarla iliskilendirildigi ¢alismalar bulunmaktadir. Ancak
caligmamiz Tirk toplumunda COX-2 rs689466 polimorfizminin prostat kanseri ile
iligkisinin incelendigi ilk ¢alismadir. Calisma sonuglarimiza gore; COX-2 rs689466
(1195 G/A) genotip frekanslar1 degerlendirildiginde tiim gruplar arasinda (Kontrol,
BPH, LPCa, MPCa) ve non-kanseréz grup (Kontrol, BPH) ve prostat kanseri grubu
(LPCa, MPCa) arasinda genotip frekanslar1 arasinda 6nemli derecede anlamli bir fark
belirlenmistir. Yine heterozigot ve dominant modelde genotip dagilimlarinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Allel frekanslar1 acisindan
degerlendirildiginde de non-kanserdz grup (Kontrol, BPH) ve prostat kanseri grubu
(LPCa, MPCa) arasinda 6nemli oranda anlaml fark gézlenmistir. G alleli bulunduran
bireylerin prostat kanseri riskinin A aleli bulunduran bireylere gore 3.934 kat arttig1
belirlenmistir. Tiim bu sonuglara ek olarak c¢alismamiza dahil edilen hasta
gruplarindaki tiim bireylerin PSA degerleri ile gen varyantlar1 arasinda iliski olup
olmadiginin belirlenmesi igin yapilan analizde COX-2 rs689466 polimorfizmi genotip
dagilimlar ile PSA degerleri arasinda anlamli bir fark belirlenmistir. IL-18 serum
seviyeleri ile COX-2 rs689466 varyant1 genotip dagilimlar arasinda da anlamli bir
fark saptanmistir. COX-2 rs689466 varyanti igcin AG genotipi bulunduran bireylerde
AA genotipi bulunduran bireylere kiyasla IL-1B serum seviyelerinin 6nemli 6lciide

arttig1 belirlenmistir. Bulgularimiz COX-2 geni rs689466 polimorfizmin Tiirk
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toplumunda prostat kanseri tanisinda kullanigh bir biyobelirte¢ olabilecegini

gostermektedir.
5.3. Inflamatuar Protein Seviyeleri

2019 yilinda yapilan bir ¢alismada, sitokin ailesine ait IL-6'nin prostat kanseri
patogenezindeki rolii degerlendirilmis ve serum IL-6 seviyeleri, serum PSA seviyeleri
ile uyumlu olarak PCa ile iligkilendirilmistir (Taheri et al., 2019). Bizim ¢alismamizda
da inflamatuar yolakta etkili oldugu bilinen ve literatiir taramalar1 sonucu sik¢a
calisilmadiklari belirlenen 3 proteinin (IL-1p3, TLR4 ve LY-96) serum seviyeleri Elisa
Kiti kullanilarak belirlenmis ve PCa riski ile iligkileri degerlendirilmistir ve 3 protein

icin de yapilan analizlerde tiim gruplar arasinda anlamli fark belirlenmistir.
5.3.1. IL-1p

Sitokin aracili immiin ve inflamatuar yanitlarin, prostat kanseri patogenezinde
onemli rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Interlokin-1B (IL-1B), inflamasyon ve
bagisiklikta rol oynayan interlokin-1 ailesinin 17 kDa'lik bir sitokin iiyesidir. B
lenfositler, makrofajlar, endotel hiicreleri, fibroblastlar, dendritik hiicreler tarafindan
tiretilir. IL-1B polimorfizmleri, mide kanseri (EI-Omar et al., 2000), hepatoselliiler
karsinom (Y. Wang et al., 2003) ve akciger kanseri (Zienolddiny et al., 2004) gibi
cesitli kotli huylu tiimor tiirleriyle de iligkilendirilmistir. IL-1B gen polimorfizmleri,
yabanil tip gen ile karsilastirildiginda IL-1p tiretiminde bir artisla iliskilidir (Yencilek
et al., 2015). Kanser hastalarinda tespit edilen IL-1f polimorfizmleri serum IL-1f

seviyelerinin de yiiksek seyretmesine neden olabilir.

Yencilek ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada Tiirk popiilasyonunda
ILIB -511'in (rs16944) genotipik frekanslar1 prostat kanseri hastalar1 ve kontroller
arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik gosterdigi belirlenmistir

(Yencilek et al., 2015).

Prostat kanseri hastalarinda direkt olarak serum IL-1B seviyelerinin
degerlendirildigi bir caligmaya literatiirde rastlanmamuigtir. Ancak 2018 yilinda, prostat
kanseri radyoterapisinde akut/gec¢ rektal toksisite ile radyoterapi 6ncesi abdominal
cerrahinin varlig1 arasindaki iliskinin arastirildig: bir ¢alismada onceki bir ameliyatin
inflamatuar ~ molekiillerin  plazma  diizeyini etkileyebilecegi ve  bunun
radyosensitivitede artisa neden olabilecegi ongdriilmiistiir. Inflamatuar yanit ile iliskili

molekiillerden 3 sitokin (IL-1B, IL-6 ve TNF alfa), 2 kemokin (CCL2 ve CXCLS8)
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plazma seviyeleri, radikal radyoterapi goren prostat kanseri hastalarinda 6l¢iilmiistiir.
IL-1B, IL-6, CXCL8, TNF alfa, CCL2 ve PTX3 miktarlari, uygun Elisa Kitleri
kullanilarak belirlenmistir. Inflamatuar molekiillerden, IL-1B ve IL-6, ¢ogu hastada
tespit edilememistir ve hastalar arasinda ¢ok diistik degiskenlik gostermistir (Bedini et
al., 2018).

IL-1B, prostat kanserinde hem pro-timor hem de anti-timor 6zellik gosterebilir.
Bu o6zellikleri etkilestigi molekiiler ve onlarin hiicre i¢i seviyeleriyle iliskilidir. IL-1p,
IL-6 araciligiyla normal fibroblastlar ile ortak kiiltiirle gii¢lendirilmis prostat kanseri
hiicreleri tlizerinde ¢ogalmay1 Onleyici bir etkiye sahiptir. Yine, in vitro monositten
tiretilmis IL-1P, prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder veya

apoptozu indiikler (Rébé & Ghiringhelli, 2020).

IL-1pB, ayrica birkag yolla prostat tlimoriiniin ilerlemesini indiikleyebilir. IL-1,
NF-kB araciligiyla, prostat kanseri malignitesinden sorumlu olan ve hastalar i¢in kotii
prognozla iliskilendirilen iki ETS ailesi tiyesinin aktivasyonunu indiikler. IL-1p ayrica
prostat tlimortniin ilerlemesinde rol oynayan endotelin 1 (ET-1) ekspresyonunu da
indiikleyebilir. Son olarak IL-1p, kanser ilerlemesinde rol oynayan bir metalloproteaz
olan matrisilinin ekspresyonunu indiikleyebilecegi insan LNCaP prostat kanseri
hiicrelerinde gosterilmistir. IL-1f i¢in yliksek skor degerleri veya interferon (IFN) i¢cin
diisiik skor degerleri (immiinohistokimyal 6l¢iimler) prostat kanserinin biyokimyasal

niiksii ile 6nemli 6l¢iide iliskili bulunmustur (Rébé & Ghiringhelli, 2020).

Bizim ¢alismamizda ise inflamatuar yolakta etkili olan ve daha 6nce ekspresyon
seviyeleri ve genetik polimorfizmleri cesitli kanserlerle iliskilendirilen IL-1p’nin
serum seviyesi kontrol, BPH ve prostat kanseri hastalarinda degerlendirilmistir.
Caligmamiz sonucunda; serum IL-1 diizeyleri tiim gruplar arasinda (Kontrol, BPH,
LPCa, MPCa) degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli fark oldugu
belirlenmistir. Ayrica tiim gruplar i¢in kendi aralarinda yapilan ¢oklu karsilastirma
sonuclarina gore; kontrol grubu ile BPH, LPCa ve MPCa gruplar1 IL-1f diizeyleri
karsilagtirildiginda ikili gruplarin tamaminda anlaml bir fark tespit edilmistir. IL-1
diizeylerinin kontrol grubunda tiim hasta gruplaria gore anlamli oranda diistik oldugu

belirlenmistir.
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5.3.2.LY96

Lenfosit antijen 96 (LY96, MD2) bir ko-reseptortiir ve TLR4 ile bir kompleks
olusturur. LPS, TLR4-MD2 kompleksinin her iki iiyesi ile etkilesime girer,
oligomerizasyonu ve homodimer olusumunu tetikler, bu da NF-xB aktivasyonuna ve

pro-inflamatuar sitokinlerin iiretimine neden olan bir sinyal zinicirini baslatir (Traka,

Melchini, & Mithen, 2014).

Prostat karsinomu, olduk¢a heterojen bir hastaliktir. Halvorsen ve arkadaslari
tarafindan yapilan ¢alismada prostat kanserinde farkli sekilde ifade edilen genleri
DNA mikrodizi analizi ile tespit etmek ve eslesen benign ve malign doku ciftlerinde
ifade profillerini degerlendirmek amaglanmistir. Calismaya, 33 radikal
prostatektomiden, 29 primer tiimor, 19 cift malign ve benign doku O6rnegi ve 4
eslesmemis benign doku 6rnegini iceren 52 6rnek dahil edilmistir. Caligma sonunda
LY96 geninin iyi huylu dokuya kiyasla 29 lokalize prostat kanserinde down-regiile
oldugu gosterilmistir (Halvorsen et al., 2005).

Insan metastatik prostat kanseri PC3 hiicrelerinde TLR iliskili CD14, MD2 ve
Myd88 protein seviyeleri western blot ile degerlendirildiginde protein seviyelerinin

arttig1 belirlenmistir (Hua et al., 2009).

Bizim ¢alismamizda serum LY 96 diizeyleri tiim gruplar arasinda (Kontrol, BPH,
LPCa, MPCa) degerlendirilmistir ve istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.
Coklu karsilastirma sonuglarina gore ise; kontrol grubu ile BPH ve MPCa grubu
arasinda anlamli fark bulunurken, kontrol grubu ile LPCa gruplar1 arasinda anlamli
fark bulunamamistir. Ayrica LPCa ve MPCa gruplar1 arasinda serum LY96 diizeyleri

degerlendirildiginde anlamli bir farklilik saptanmamastir.
5.3.3. TLR4

Kronik inflamatuar hastaliklarin bircogu TLR sinyali ile kanser gelisimine
katkida bulunur. Bir¢ok ¢alismada, farkli tiimor hiicrelerinde TLR ekspresyonunun
artig1 bildirilmistir. Inflamatuar hiicrelerden salinan ¢esitli endojen TLR ligandlar,
sitokinlerin ekspresyonu, biiytime faktorleri, anjiyogenik faktorler ve ekstraseliiler
matriksi parcalayan proteazlar ile prekanseréz hiicrelerde TLR sinyal yolaklarimi
aktive eder. Boylece, TLR kanserin gelismesini ve ilerlemesini destekleyen

mikrogevresel kosullar tetikler (Kurt et al., 2016).
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TLR'ler kolorektal kanser (CRC) patogenezinde rol oynar. Ancak, CRC'de
serum TLR konsantrasyonlarinin 6nemi bilinmemektedir. Paarnio ve arkadaslari
tarafindan 2019 yilinda gerceklestirilen ¢alismada CRC'li 118 hasta ve 88 kontrolden
alinan preoperatif 6rneklerde serum TLR2 ve TLR4 konsantrasyonlari Elisa ile analiz
edilmistir. Ayrica doku TLR ekspresyonu immiinohistokimya ile degerlendirilmistir.
Calisma sonucunda, hastalarda ortalama serum TLR4 seviyeleri kontrollere gore daha
disiik oldugu belirlenmistir. Ayrica, tiimor hiicrelerinde TLR2 veya TLR4
ekspresyonunun, serum seviyeleri ile korelasyon gostermedigi belirtilmistir (Paarnio

etal., 2019).

Degirmenci ve arkadaslari tarafindan, 2019 yilinda, Tip 2 diyabet ve inflamatuar
yolakta etkili IRAKI, TRAP gen varyantlar1 ve TLR4 geni iizerinde bulunan
154986790, 14986791 polimorfizmleri ve bu varyantlarin inflamatuar faktorleri (TNF-
a, IL-6, MCP-1 ve IL-1B) nasil etkiledigini arastirmayi amaglayan bir ¢aligma
yiriitilmistir. Serum IL-1p, IL6, MCP-1 ve TNF-o seviyeleri, Elisa Kitleri
kullanilarak ol¢lilmiistiir. Calisma sonucunda TLR4, IRAK1 ve TIRAP gen varyantlari
ile tip 2 diyabet riski ve insiilin direnci arasinda iliski tespit edilememistir. Ancak,
TNF-0, IL-6, MCP-1 ve IL-1pB seviyelerinin diyabet ve insiilin direnci ile iligkili
oldugu belirlenmistir. Ayrica, Tip 2 diyabet ve insiilin direnci gruplarinda gen
varyantlar1 anlamli olmamasina ragmen, IRAK1, TLR4 ve TIRAP gen varyantlarinin
TNF-0, IL-6, MCP-1 ve IL-1B serum seviyeleri ile iligkili oldugu belirtilmistir
(Degirmenci et al., 2019).

Bizim calismamiz sonucunda serum TLR4 diizeyleri tiim gruplar arasinda
(Kontrol, BPH, LPCa, MPCa) istatistiksel olarak anlamli derecede farkli bulunmustur.
Ayrica tim gruplarin ikiserli kombinasyonlar1 ile yapilan ¢oklu karsilagtirma
sonuclarina gore; kontrol grubu ile BPH ve LPCa grubu arasinda anlamli fark
bulunurken, kontrol grubu MPCa grubu arasinda anlamli fark bulunamamustir.
Bununla birlikte LPCa ve MPCa gruplart arasinda serum TLR4 diizeyleri

degerlendirildiginde anlamli farklilik saptanmistir.

Calismamizda ayrica ¢aligmamiza dahil edilen tiim bireylerde CCL11, CCR3,
CXCL12, CXCR4, NOD1 ve COX-2 gen polimorfizmleri genotip dagilimlar: ile
serum IL-1B, LY96 ve TLR4 diizeyleri arasindaki iliski degerlendirilmistir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucunda TLR4 serum seviyesi ile incelenen gen varyantlar

genotip dagilimlart arasinda fark bulunamazken, COX-2 rs689466 varyant1 ile 1L-1§
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serum seviyeleri, CXCR4 ve NODI1 varyantlar1 ile LY96 serum seviyeleri arasinda

anlamli bir fark oldugu saptanmustir.
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6. SONUC ve ONERILER

- Prostat kanseri, 0zellikle yasli erkekleri etkileyen, erkeklerde en sik goriilen ikinci
kanserdir. Yeni vaka sayis1 bakimindan diinyadaki en yaygin altinci kanserdir. Prostat
kanserinin olusumunda diger kanser tiplerinde oldugu gibi biiyiime, farklilagma,
¢ogalma, apoptoz ve inflamasyon gibi hiicresel aktiviteleri diizenleyen proteinlerin
bozulmasi veya bu proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlardan dolayi proteinlerin
islevini yitirmesi rol oynamaktadir.  Prostat kanseri ve karsinogenezle ilgili
aragtirmalara her gilin bir yenisi eklenmekte olup, hastaligin molekiiler nedenlerinin
belirlenmesi giiniimiiz kanser arastirmalarinin ana hedefidir.

- Biz de arastirmamizda prostat kanseri ile inflamatuar siiregte etkili olan kemokinler
(CCLI11, CCR3, CXCL12, CXCR4), kalip tanima reseptdrleri (NOD1, NOD2, TLR4)
ve sikloksigenaz (COX-2) genlerine ait 8 SNP arasindaki iliskiyi ve inflamatuar
stiregte gorevli TLR4, LY96, IL-1p proteinlerinin serum seviyelerinin prostat kanseri
riski ile iliskisini belirlemeyi amagladik.

- Polimorfizm ¢aligmalar1 sonucunda; degerlendirilen tiim gruplar arasinda yapilan
analizlerde (Non-kanseroz/Prostat kanseri, Prostat kanseri/Kontrol, Tim gruplar:
Kontrol/BPH/LPCa/MPCa) CCR3 rs4987053 ve COX-2 rs689466 varyantlari
genotip dagilimlart ve allel frekanslar1 a¢isindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark belirlenmistir. Prostat kanseri ve kontrol grubu arasinda COX-2 rs689466
varyant1 i¢in heterozigot ve dominant modelde, CCR3 rs4987053 varyanti i¢in de
homozigot, resesif ve dominant modellerde genotip dagilimlarinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark tespit edilmistir.

- Ayrica NOD1 rs5743336 polimorfizmi genotip frekanslari non-kanser6z grup ve
prostat kanseri grubu arasinda anlaml fark belirlenmistir. NOD1 rs5743336 varyanti
i¢in prostat kanseri ve kontrol grubu arasinda genotip dagilimlar ve allel frekanslar
arasinda, ayrica heterozigot, homozigot ve dominant modelde genotip dagilimlarinda
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir.

-Ozellikle COX-2 rs689466 varyant: biitiin gruplarda 6nemli oranda farkliliklar
gostermistir, allel frekanslar1 icin non-kanserdz ve prostat kanseri gruplari arasinda
yapilan degerlendirmede G alleli bulunduran bireylerin prostat kanseri riskinin A aleli
bulunduran bireylere gore 3.934 kat arttig1 belirlenmistir.

- CCR3 rs4987053 varyanti i¢in de C alleli bulunduran bireylerin prostat kanseri
riskinin T aleli bulunduran bireylere gore 1.825 kat arttig1 tespit edilmistir. Bu
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sonuglara dayanarak CCR3 rs4987053, COX-2 rs689466 ve NOD1 rs5743336
polimorfizmlerinin Tiirk toplumunda prostat kanseri i¢in 6nemli prognostik belirtegler
olabilecegi diisiiniilmektedir.

- SNP'lerin kansere yatkinlikla sonuglanan etkilerinin altinda yatan mekanizmalar1
anlamak, c¢esitli kanserlerin molekiiler patogenezini anlamak ic¢in ¢ok Onemlidir.
Klinik agidan, SNP'ler bir¢cok kanser tiiriinde potansiyel tanisal ve terapdtik
biyobelirteglerdir. Yapilan ¢alismalarda da gorildiigii gibi, bir SNP bir hastalik tiirii
i¢in risk faktorii iken diger hastalikla iligkili bulunmayabilir. Ayrica bir SNP bir kanser
tiirii icin risk faktorii iken, ayn1 SNP diger kanser tiirii i¢in koruyucu olabilmektedir.
SNP’ler ayn1 hastalik i¢in popiilasyonlar arasinda da farklilik gosterebilmektedir. Bu
nedenle hastalik riskini belirlemede tani araci olarak kullanilabilecek bu belirteglerle
yapilacak ¢alismalar literatiire zengin bir bilgi kaynagi olacaktir.

- Caligmamizda ayrica, inflamatuar yolakta etkili oldugu bilinen 3 proteinin (IL-1,
TLR4 ve LY-96) serum seviyeleri degerlendirilmis ve IL-1p, TLR4 ve LY-96 protein
seviyeleri igin tiim gruplar arasinda anlamli fark belirlenmistir. Giiniimiizde
muhtemelen prostat kanserinin tanisinda kullanilan serum PSA testlerinin varligindan
dolay1 inflamatuar proteinlerin serum seviyelerinin prostat kanseri riski ile
iligkilendirildigi ¢ok fazla ¢calisma tasarlanmamistir. Serumda PSA’dan baska spesifik
proteinlerin prostat kanseri ile iligkisinin incelenmesi prostat kanseri tanisinda daha
giiclii belirteglerin belirlenmesini saglayabilir.

- Prostat kanseri ve ¢alismamizda ele alinan inflamatuar gen polimorfizmleri ve
proteinler ile ilgili heniiz kisith sayida ¢aligma bulunmaktadir. Ayrica literatiir bilgileri
tarandiginda ¢alismamiz, CCL11 rs16969415, CCR3 rs4987053, NOD1 rs5743336,
NOD2 rs2066847 polimorfizmleri ve TLR4, LY96 serum seviyeleri ile prostat kanseri
iligkisinin arastirilmas1 konusunda yapilan ilk calismadir. Bu nedenle yapmis
oldugumuz c¢alismanin toplum taramasi yoniinden degerlendirildiginde iilkemizdeki
prostat kanseri gelisiminde genetik yatkinligin roliiniin belirlenmesine yonelik katki
saglayacagi ve erken teshise yardimci olacagt ve diger toplumlarda bu

polimorfizmlerin ¢alisilmasi i¢in kaynak olusturacag: diistintilmektedir.
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