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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

PROSTAT KANSERINDE NER TAMiIiR MEKANIZMASI ENZIiM
IFADE DEGISIMLERININ INCELENMESI

Adila ABDULLA

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Anabilim Dal

Tibbi Biyoloji, Tezli Yiiksek Lisans Program

Damsman : Prof. Dr. Mehmet GUVEN

Prostat kanseri, erkeklerde en sik goriilen malignitelerden biri olup kansere bagli oliimler
arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Prostat kanserinin patogenezinde genetik ve epigenetik
degisimlerin yani sira DNA hasar onarim mekanizmalarindaki bozukluklar énemli bir rol
oynamaktadir. Bu mekanizmalardan biri olan niikleotid eksizyon tamiri (NER), UV 1sinlari,
kimyasal ajanlar ve sigara dumani gibi ¢evresel etkenlerin neden oldugu genis capli DNA
hasarlarint onarir. NER mekanizmasinda gérev alan ERCC2 ve ERCCS proteinleri, DNA
onarim siirecinde merkezi roller listlenmektedir. ERCC2 geni, DNA’nin hasarli bolgesini agan
bir helikaz1 kodlarken, ERCCS geni, hasarli DNA’nin kesilmesini saglayan bir endoniikleazi
kodlar.

Bu ¢alismada, prostat kanseri hastalarin tiimorlii ve normal dokularinda ERCC2 ve ERCC5
gen ifadeleri incelenmistir. Caligmada toplam 50 hastadan alinan ve pataoljik olarak teyit
edilen biyopsi 6rnekleri RT-PCR yontemiyle analiz edilmistir. Elde edilen bulgulara gore,
ERCC2 gen ifadesi tiimor dokusunda normal dokulara kiyasla 2,25 kat artis gdstermis, ancak
bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.12). ERCCS5 gen ifadesi ise timor
dokusunda normal dokulara gore anlamli bir sekilde artis gdstermis (p=0.005) ve bu artis 5,94
kat olarak hesaplanmistir. Ayrica, ERCC2 ve ERCC5 gen ifadeleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir korelasyon tespit edilmemistir. Sigara kullanimi, diyabet, hipertansiyon, nodul
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varligi, Gleason skoru ve PIRADS skoru gibi klinik degiskenlerin gen ifadeleri iizerinde
herhangi bir etkisinin olmadig1 gézlemlenmistir.

Sonug olarak, prostat kanserinde ERCC5 geninin yiiksek ifadesi, NER yolaginin bu hastalikta
onemli bir role sahip oldugunu ve ERCCS5’in potansiyel bir biyobelirte¢ olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir. Calismamizin, DNA tamir mekanizmalarinin prostat
kanseri gelisimindeki roliinii anlamaya yonelik literatiire katki saglayacag diisiiniilmektedir.

Ocak 2025,

2 sayfa.

Anahtar kelimeler: Prostat Kanseri, Nikleotid Eksizyon Tamiri, ERCC2, ERCC5, DNA
Hasar Onarimi |
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF NER REPAIR MECHANISM ENZYME
EXPRESSION CHANGES IN PROSTATE CANCER

Adila ABDULLA

Istanbul University-Cerrahpasa
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Biology

Medical Biology

Supervisor : Prof. Dr. Mehmet GUVEN

Prostate cancer is one of the most common malignancies in men and is the second leading
cause of cancer-related deaths. In the pathogenesis of prostate cancer, genetic and epigenetic
changes as well as disorders in DNA damage repair mechanisms play an important role. One
of these mechanisms, nucleotide excision repair (NER), repairs extensive DNA damage
caused by environmental factors such as UV rays, chemical agents, and cigarette smoke. The
ERCC2 and ERCCS5 proteins involved in the NER mechanism play central roles in the DNA
repair process. The ERCC2 gene encodes a helicase that opens the damaged region of DNA,
while the ERCC5 gene encodes an endonuclease that enables the cutting of damaged DNA.

In this study, ERCC2 and ERCC5 gene expressions were examined in tumor and normal
tissues of prostate cancer patients. In the study, biopsy samples taken from a total of 50
patients and confirmed pathologically were analyzed by RT-PCR. According to the findings,
ERCC2 gene expression increased 2.25 times in tumor tissue compared to normal tissues, but
this increase was not found to be statistically significant (p=0.12). ERCC5 gene expression
increased significantly in tumor tissue compared to normal tissues (p=0.005) and this increase
was calculated as 5.94 times. In addition, no statistically significant correlation was found
between ERCC2 and ERCC5 gene expressions. It was observed that clinical variables such as
smoking, diabetes, hypertension, nodule presence, Gleason score and PIRADS score did not
have any effect on gene expressions.
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In conclusion, high expression of ERCC5 gene in prostate cancer shows that NER pathway
has an important role in this disease and ERCCS5 can be considered as a potential biomarker. It
is thought that our study will contribute to the literature on understanding the role of DNA
repair mechanisms in the development of prostate cancer.

January 2025, 2 pages.
Keywords: Prostate Cancer, Nucleotide Excision Repair, ERCC2, ERCC5, DNA Damage
Repair
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1. GIRIS

Prostat bezi, pelvis bolgesinde yer alan, yaklasik ceviz biiyilikliigiinde bir organdir. Bu
organ, hem fibromiiskiiler hem de glandiiler dokudan olusur ve glandiiler doku, siv1 {iretme
islevine sahiptir. Prostatin temel fonksiyonu, sperm hiicrelerini beslemek ve ortamin pH
seviyesini yiiksekten alkaliye cevirerek sperm hiicrelerinin korunmasini saglamaktir. Prostatin
patolojik durumlar1 arasinda konjenital malformasyonlar, inflamatuvar hastaliklar, benign
prostat hiperplazisi ve prostat kanseri gibi rahatsizliklar bulunmaktadir. Prostat kanseri,
erkeklerde en sik goriilen malignitelerden biri olup, diinya genelinde kanserle iliskili dliimler
arasinda akciger kanserinin ardindan ikinci sirada yer almaktadir. Prostat kanseri, genellikle
yavas ilerleyen ancak metastaz yapabilen ve tedavi edilmediginde O6liimciil olabilen bir
hastalik olarak one ¢ikmaktadir. Her yil milyonlarca yeni prostat kanser vakasi tespit
edilmekte olup, bu durum hastaligin genetik ve ¢evresel faktorlerin etkisinin aydinlatilmasinin

O6nemini gostermektedir (1).

Prostat kanser gelisimi, epigenetik degisikliklerin yani sira ozellikle hiicrelerdeki
DNA hasarlarinin onarim mekanizmasindaki genetik degisiklikler ile iliskilidir. DNA’da,
cevresel faktdrlerden (UV 1sinlari, sigara dumani, kimyasal ajanlar) ve hiicresel siireclerden
(oksidatif stres, replikasyon hatalari) kaynakli hasar meydana gelebilir. DNA’daki hasarlarin
birikmesi, hiicrenin genomik stabilitesini bozar ve kanser gelisimine yol agar (2). Bu
baglamda, DNA hasarin1 onaran mekanizmalar, hiicresel homeostazin korunmasinda kritik rol

oynar.

DNA onarim mekanizmalari arasinda niikleotid eksizyon tamiri (NER) yolagi,
0zellikle biiyiik capli DNA hasarlarinin onarilmasinda 6nemli bir rol oynar. NER, UV 1ginlar1
ve cevresel toksinler gibi dis etkenlerle meydana gelen DNA hasarlarinin taninmasinda ve
onarilmasinda gorev alir. Bu yolak, DNA'nin hasarli bdlgesini tanityan bir dizi protein ve
enzim kompleksini igerir. NER siireci, iki ana asamadan olugur: DNA'daki hasarli bolgenin
cikartilmasi ve bu bolgede eksik olan niikleotidlerin yeniden eklenmesi yani replikasyonu.

NER, hem gen ekspresyonunun saglikli bir sekilde devam edebilmesinde hem de hiicrede



sagliksiz sonuglar dogurabilecek DNA hasarlarinin  onarilip hiicresel stabilitenin

saglanmasinda énemli bir rol oynar (3).

NER yolagmnin ana bilesenleri arasinda yer alan ERCC2 ve ERCCS5 genleri, bu tamir
stirecinin en 6nemli bilesenlerindendir. ERCC2, helikaz aktivitesi gosteren ve hasarli DNA
bolgelerinin agilmasinda gorev alan bir proteini kodlar. Bu, DNA'min onarim ig¢in erisilebilir
hale gelmesini saglar. ERCC2, ayrica, hasar tanima kompleksinin bir parcasi olarak, DNA
hasarmin yerini belirler ve bu bdlgenin onarimina yonelik mekanizmay1 baslatir. ERCCS,
DNA'nin hasarli bolgesini kesen endontiikleazlar1 kodlayan bir diger 6nemli gendir. Bu gen,

DNA hasarini taniyip keserek, DNA'nin dogru sekilde onarilmasina olanak saglar (4).

NER mekanizmasindaki bozukluklar, kanser gelisimi ve tedaviye direncgle
iliskilendirilen bir durumdur. Ozellikle ERCC2 ve ERCC5 genlerindeki mutasyonlar, hiicresel
DNA onarim kapasitesini bozarak, kanser hiicrelerinde daha fazla hasar birikmesine ve
genomik instabiliteye yol acar. ERCC2 genindeki mutasyonlar, genellikle UV 1smlarma ve
kemoterapi ilaglarina kars1 hiicresel yanit1 zayiflatarak, kanser hiicrelerinin hayatta kalmasina
yardimct olabilir (5). Benzer sekilde, ERCC5 genindeki mutasyonlar da NER yolaginin
etkinligini bozar ve bu durum, hiicrelerin DNA hasarlarina karst daha duyarli hale gelmesine

neden olabilir.

Prostat kanserinde, DNA hasar onarim mekanizmalarindaki bozukluklar genellikle
kanserin baslangicinda belirgin hale gelir. ERCC2 ve ERCCS5 genlerinde yasanan ekspresyon
artig1 veya diisiisli, prostat kanseri gibi malign hastaliklarin seyrinde 6nemli etkiler yaratabilir.
ERCC2 ve ERCCS genlerinde meydana gelen degisikliklerin, kanserin erken tanisinda ve
tedavi siireglerinde biyomarker olarak kullanilma potansiyeli, bu konuda yapilan

arastirmalarin 6nemini artirmaktadir (6).

DNA hasarlarina kars1 yanit mekanizmalarin1 anlamak, prostat kanseri gibi hastalik
streclerinin izlenmesi ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi agisindan biiyilk énem
tagimaktadir. Bu caligmada prostat kanser hastalarinda, ERCC2 ve ERCCS5 genlerindeki ifade
diizeylerini ve dolayisiyla NER mekanizmasinin hastalik agisindan 6nemini arastiracagiz.
Tumor ve normal dokularda bu genlerin ifade diizeylerini belirleyip, gen ekspresyonundaki
degisiklikleri karsilastiracak ve elde edilen verileri hastalarin klinik verileri ile

iliskilendirecegiz. Bulgularimizin, NER mekanizmasindaki genetik degisikliklerin prostat



kanseri gelisimine olan etkisini ve bu degisikliklerin  hastalarin klinik durumlarina

yansimalarini aydinlatarak, bu alandaki klinik ¢caligsmalara katki saglamasini umuyoruz.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1 PROSTAT ANATOMISI

Erkeklerde yardimc1 bir tireme organi olan prostat, mesanenin altinda yer alir. Baslica
gorevi, semen i¢in gerekli salgilar1 tamamlamak ve spermi canli tutmaktir. Yetiskin insan
prostati santral, transizyonel ve periferik bolgelere ayrilir. Prostat, embriyolojik olarak
tirogenital siniisten tliremis, erkek cinsiyetine ait glandiiler bir yapidir. Glandiiler doku,
verumontanumun her iki yaninda birlesen ve acilan epitel hiicreleriyle kapli kanallardan
olusan ¢oklu salgi iinitelerinden olusur. Baslica islevleri semeni bosaltmak i¢in giic saglamak
ve ejakiilasyon sonrasi spermi canli tutmak ve dogurganligi artirmak ig¢in semeneye besin
acisindan zengin alkalin sivi eklemektir. Prostat, kanserojenlere oldukg¢a hassastir ve sonug

olarak tirogenital sistemdeki diger yapilara gore daha yiiksek oranda kanser gelisebilir (1).
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Sekil 2.1.1: Prostat yapis1
Prostat bezinin gelisimi, embriyogenez sirasinda endodermal kdkenli bir hindgut
tiirevi (kalinbagirsak) olan iirogenital siniisten epitelyal tomurcuklanma yoluyla gerceklesir.
Orta gebelik doneminde, ilkel {irogenital siniis, kloakanin {irorektal septum araciligiyla arka
bagirsagm terminal kismindan ayrilir. Urogenital siniisiin en rostral (bas) kismi idrar kesesini
olustururken, en kaudal (kuyruk) kismi ise penil liretray1 olusturur. Prostat bezi, pelvik bolge
olarak bilinen ara bolgeden gelisir. Farelerde prostatik tomurcuklar ilk olarak iirogenital

siniisiin rostral ucunda, gebeligin sonlarina dogru, yaklasik 17,5 giinliik gestasyon doneminde



ortaya c¢ikar. Bu prostatik epitel tomurcuklari, dogum sonrasi gelisimin ilk {i¢ haftas1 boyunca
genis capli duktal bilyiime ve cevreleyen mezenkime dalma siirecine girer. Ozellikle, duktal
morfogenez androjene bagl olmakla birlikte, erken postnatal donemde dolasimdaki androjen
seviyelerinin diisiik oldugu gdzlemlenir. Insanlarda siire¢ benzer sekilde isler, ancak duktal
morfogenez c¢ogunlukla ergenlik doneminde androjen seviyelerinin yiiksek oldugu bir
donemde meydana gelir, bu nedenle prostatin olgunlagma siireci 6nemli 6lgiide farklilik

gosterir (7).
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Sekil 2.1.2: Normal ve neoplastik prostat

2.2 PROSTAT HIiPERPLAZISI

Iyi huylu prostat biiyiimesi (BPH), yasamin ilerleyen donemlerinde erkeklerin
neredeyse yarisini etkileyen onemli ve yaygin bir saglik sorunudur. Yasamin dordiincii on
yilindaki erkeklerin yaklasik %8'inde, dokuzuncu on yilindaki erkeklerin ise %90'1na
goriilen bir durumdur. Bu durum agirlikli olarak yaslh erkekleri etkiler. 50 yas iistii erkeklerin
yaklasik %75'i, BPH ile ilgili semptomlardan sikayetcidir. Ayrica, 80 yasina ulasan erkeklerin
%20-30'u BPH tedavisi igin cerrahi miidahaleye ihtiya¢ duymaktadir.

BPH, oncelikle periiiretral bolgede ve prostatin genisledigi ve iiretraya baski yapmaya
basladig1 gegis bolgesinde bulunan hiperplastik nodiillerin ortaya ¢ikmasi ile karakterize
edilir. Bu durum, alt idrar yolu semptomlar1 (LUTS) adi verilen bir dizi semptomlara yol acar
(8). LUTS irritatif, obstriiktif veya karisik nitelikli olabilir. Bu semptomlar genelikle sik ve
aciliyet gerektiren zayif idrar akimi, mesanenin tam olarak bosaltilamamasi gibi obstriiktif
semptomlardir (9). Genetik ve kalitsal faktorler ¢ok gesitli hastalik siire¢lerini etkiler ve

bunlarin BPH'deki rolleri incelenmistir. BPH gelisimi icin kalitsal etki sorgulandirginda,



dizigotik ikizlerle karsilastirildiginda monozigotik ikizlerde hastaligin ortaya ¢ikma durumu
3.3'lik bir artis gostermektedir. BPH hastaliginin erken baslangict olan kardeslerde artan

insidans riskide gosterilmistir (10).

2.3 PROSTAT KANSERI

Prostat kanseri, erkeklerde artan Oliim oranlarina 6nemli 6l¢lide katkida bulunan ve
dinya genelinde yaygin olarak goriilen bir hastaliktir. Prostat kanseri tanisi, prostat biyopsisi
ve analizi, prostat spesifik antijen (PSA) testi, dijital rektal muayene, manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) veya saglik taramalar1t gibi gesitli yontemlerle konulmaktadir. Prostat
kanseri ile iliskili risk faktorleri arasinda aile Oykiisii, etnik koken, yas, obezite ve diger
cevresel etkenler yer almaktadir. Prostat kanseri, hem epidemiyolojik hem de genetik agidan
heterojen bir hastaliktir. Genetik, ¢evresel ve sosyal faktorler arasindaki etkilesim, irka 6zgii
prostat kanseri sagkalim oranlarindaki farkliliklar agiklamaktadir. Bu durum, farkli {ilkelerde

prostat kanseri epidemiyolojisinde gdzlemlenen ¢esitlilige yol agmaktadir (11).

Genel olarak, gen mutasyonlar1 kanserin yaygin sebeplerinden biridir. Prostat kanseri
yatkinlig1 ile iligkili aday genler, androjen yolunda ve testosteron metabolizmasinda rol
oynayan genlerdir. Prostat kanseri hiicrelerinin gelisimi, biiyiik Ol¢iide androjen reseptor

sinyal yolundaki ve testosteron metabolizmasindaki degisikliklerle iligkilidir.

2.3.1 Prostat Kanserinin Epidemiyolojisi ve Etyolojisi
Prostat kanseri, tiim kanserler arasinda en genis irksal farklilik goriilen kanser tiiriidiir.
Bu esitsizlikler kanser siirecinin her asamasinda ortaya ¢ikmaktadir. Hastaligin goriilme

siklig1 ve hayatta kalma evre, yas, tan1 yil1 ve irk/etnik kdkene gore siniflandirilmistir.

GLOBOCAN, 2022 yilinda diinya c¢apinda yaklasik 396,792 (%4.1) oliimle
sonuglanan yaklasik 1,466,680 yeni prostat kanseri vakasi bildirmis olup, bu oranlar gelismis
ilkelerde daha yiiksektir. Diinya genelinde prostat kanseri goriilme siklig1 cesitli cografi
bolgeler ve etnik gruplar arasinda farklilik gostermektedir. Diinyada prostat kanseri en fazla
siyah erkeklerde goriiliir. Prostat kanserinin siyahi Amerikalilarda goriilme oranlari beyaz
erkeklere gore yaklasik %60 daha yiiksektir. Prostat kanseri farkindaliginin ytiksek oldugu ve
prostat spesifik antijen (PSA) testinin yaygin bir tarama uygulamasi oldugu gelismis

tilkelerde, prostat kanseri goriilme oranlar1 en yliksek olarak kaydedilmistir.



Prostat kanserinin nedeni halen tam olarak bilinmemekle birlikte, klinik ve deneysel
gozlemler hormonal, genetik ve g¢evresel faktorlerin tiimiiniin kanser gelisiminde rol
oynadigin1 goOstermektedir. Prostat kanseri etyolojisinde rol oynayan baglica faktorler

sunlardir:

Yas: Prostat kanseri, yasin en Onemli risk faktorlerinden biri oldugu ve kanser
gelisimi i¢in belirleyici bir etmen olarak kabul edildigi bir hastaliktir. Ailede prostat kanseri
Oykiisli bulunan bireylerde, kanserin erken yasta baslamasi ve akrabalik derecesinin yakinligi,
hastaliga yakalanma riskini artirmaktadir. Prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) olarak
bilinen pre-neoplastik lezyonlar, geng yaslarda goriilebilse de, 50 yasindaki erkeklerde daha
yaygin olarak goriilmekte ve 60-70 yas arasindaki bireylerde bu oran c¢ok daha yiiksek
olmaktadir (12). Ulkemizde prostat kanserinin goériilme sikligi, 50'li yaslardaki bireylerde
%8,3 iken, 80 yas ve lizerindeki bireylerde bu oran %33,3'e kadar ¢ikmaktadir. Yash
erkeklerde, prekanser6z lezyonlarin ortaya cikisi, prostat kanseri insidansindan énemli 6l¢iide
daha yaygindir. Bu durum, kanserle iliskili morfolojik degisikliklerin yasamin erken
donemlerinde baglayip, yaslanmanin etkisiyle invaziv karsinom gelisiminin daha sik

gozlemlendigini gostermektedir (13).

Cevresel Faktorler: Diger epitelyal kanserlerde oldugu gibi, prostat kanserinin
gelisiminde diyet ve gevresel faktorlerin dnemli bir rol oynadigr diisiiniilmektedir. Kiiltiirel
farkliliklar, beslenme aligkanliklarindaki degisiklikler ve cevresel etkenler, prostat kanserinin

goriilme sikligini iilkeler arasinda farklilastirmaktadir (14).

Ailesel Kalitim: Prostat kanserinin kiigiik bir kismi1 (%10) ailesel faktorlerle iligkilidir
ve bu genellikle erken evre hastaliklarla baglantilidir (15). Kanserin olusumunda rol oynayan
spesifik genler heniiz tam olarak tanimlanmamis olsa da, ailesel yatkinlik gosteren bireylerde
yapilan ¢aligmalar, X kromozomu ve 1q kromozom bolgesindeki iki lokusun varligini ortaya
koymustur (16). Ayrica bir¢cok ¢aligmada, meme ve prostat kanseri arasinda istatistiksel bir
iliski oldugu bildirilmis, ancak bu baglantinin molekiiler temeli heniiz netlik kazanamamstir

(17,18).

Steroid Hormonlarimin Rolii: Prostat kanseri gelisiminde steroid hormon
reseptorlerinin dnemli bir rol oynadig kabul edilmektedir. Ozellikle androjen seviyelerinin
ostrojenlere gore erkeklerde yasla birlikte belirgin sekilde azaldigi ve androjenlerin prostat

kanserinin baglangicinda 6nemli bir etken oldugu bildirilmistir (19). Prostat bezindeki steroid



baglayic1 protein, androjenlerin etkisiyle artmaktadir. Dihidrotestosteron (DHT), prostatin
farklilagmasi, gelisimi ve salgi fonksiyonlar i¢in gereklidir. Testosteron tiirevi olan DHT, 5
alfa-rediiktaz (50R) enzimi ile tretilir ve prostatin mezenkimal hiicrelerinde keratinosit ve
fibroblast blylme faktOrlerinin salgilanmasina yol acar. Bu biiylime faktorleri, prostat
bezinde hipertrofi ve hiperplaziye neden olur (20).

2.3.2 Klinik Bulgular

Prostat kanseri genellikle hastaligin ileri asamalarina kadar belirgin semptomlara yol
acmaz. Baslangigta, idrar yapma sikligindaki artis ve idrar yaparken giiclilk gibi yerel
semptomlar, BPH ile benzerlik gosterebilir. Prostat kanserinin ilk belirtileri genellikle
metastazla iligkilidir. Pelvik bolgedeki yerel lenf diigiimleri ve kemikler, prostat kanserinin en
stk metastaz yaptig1 bolgelerdir; ancak sadece kemik tutulumlari, siirekli olarak Snemli
semptomlara yol agmaktadir. Bu nedenle hastalar, sirasiyla omurga, kaburgalar, pelvis, femur
ve omuzlardaki karsinom nedeniyle bel, gogiis, sirt iistii, kalga, bacak ve omuz agrilartyla
bagvurabilirler. Nadiren, kemiklerdeki metastatik yayilmalar patolojik kiriklara yol agabilir.
Norolojik semptomlar, metastatik hastaligi olan bireylerde sik goriilse de, bu semptomlar
genellikle nadirdir. Metastatik prostat kanseri ile iliskili hematolojik anormallikler ise nadiren

ortaya ¢ikar ve bunlar anemi ile yaygin intravaskiiler koagiilopatiyi igerir (21).

Prostat spesifik antijen (PSA), prostat bezi tarafindan iiretilen bir protein olup, kanda
Olgiilebilir. Prostat kanserinin teshisinde énemli bir biyobelirteg¢ olarak kullanilir (22). PSA
seviyesinin 4 ng/mL'nin iizerinde olmasi hastanin daha ileri testlere ihtiyaci oldugunu gdsterir.
4 ng/mL ile 10 ng/mL arasinda PSA seviyesine sahip hastalarin prostat kanseri olma ihtimali
yaklasik dortte birdir. PSA 10 ng/mL'nin iizerindeyse prostat kanseri olma olasiligi %50'nin
Uzerindedir (23,24).

2.3.3 Prostat Kanserinin Histopatolojisi ve Heterojenitesi

Prostat kanser tanist koymak i¢in adenokarsinomun doku tanisi gereklidir.
Hematoksilen ve eozin (H&E) boyali doku kesitlerinin 151k mikroskobunda inceleyerek doku
tanist koyulur. Doku kesitlerinde immiinohistokimya ile tespit edilen belirtegler, prostat
bezinde primer veya metastatik olan adenokarsinom tanisin1 destekleyebilir. Prostat
karsinomunun histolojik varyantlari, kanserin tanisal olarak taninmasi veya prognostik

ve/veya terapotik oneme sahip klinikopatolojik olusumlar agisindan 6nemlidir.



Sekil 2.3.3.1: Prostat adenokarsinomasi

Prostat kanseri, klinik, morfolojik ve molekiiler agidan olduk¢a heterojen bir
hastaliktir. Genellikle multifokal 6zellik gosteren prostat kanserlerinde, timarler topografik
ve morfolojik olarak farkli odaklara sahip olabilir. Bu durum, tek bir hastada genomik ve
fenotipik olarak farkli birden fazla primer prostat kanserinin bulunabilecegini gostermektedir.
Oliimcll metastatik prostat kanseri, primer tiimdrdeki tek bir klondan kaynaklaniyor gibi
gorunse de, genomik, epigenetik ve fenotipik diizeylerde subklonal heterojenite sergileyebilir.
Kanser hiicreleri, proliferasyon hizlari, metastatik potansiyelleri ve tedaviye kars1 direng gibi

bir¢ok ozellik agisindan farklilik gosterebilir.

Prostat kanserinin heterojenligini anlamak, gizli ve klinik hastalik arasindaki farki ve
hastaligin ilerlemesi ile yaslanma arasindaki giiglii iliskiyi agikliga kavusturmak igin
onemlidir. Lokalize prostat kanseri, genellikle ayn1 hasta i¢inde morfolojik heterojenite
gosterir. Prostat organi i¢inde birden fazla timor odagi gelisebilir (intertiimoral heterojenite)
ve bu odaklar, ¢esitli derecelerde metastatik yayilim ve tedaviye direng gosteren genetik
farkliliklara sahip olabilir. Bu baglamda, bir hastanin klinik seyrinde biiyiik dlctide etkili olan
"dominant kanser lezyonu" kavrami, lokalize prostat kanserinde godzlemlenen genomik
heterojenite ile c¢elismektedir. Bu ¢eliskinin nedeni, farkli atasal hiicrelerden gelisen kanser
odaklar1 ya da tek bir klondan tiireyen ve farklilasarak birden fazla klon olusturan kanser
odaklarinin birlesmesi olabilir. Prostat epitel hiicrelerinin farklilasma ve proliferasyonu,
androjen reseptOriiniin (AR) aktivitesine baglidir. Androjen yoksunlugu tedavisinde, prostat

kanseri, AR aktivitesine olan bagimliligindan faydalanarak tedaviye yanit verebilir (25).

2.3.4 Kanserinin Prognozu

Prostat kanseri, 6liim oranlar1 ve hastaligin seyrinde biiyiik degiskenlik gosteren son

derece heterojen ve kompleks bir kanser tiiriidiir. Prostat kanseri tanis1 konulan erkeklerin
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yaklasik %80'inde hastalik, prostatla sinirli lokalize prostat kanseri olarak teshis edilmektedir.
Erken evrede tespit edilen lokalize prostat kanseri olan erkeklerde yagam beklentisi 10 yildan
fazla olabilmektedir. Iyi seyirli olmayan prostat kanseri i¢in tedavi planlamasi, yasam
siiresinin uzatilabilmesi agisindan kritik 6nem tasir. Ancak bazi hastalarda, ayrintili tedavi
planlarina ragmen niikseden prostat kanserleri agresif seyredebilir ve standart tedavi
yontemlerine yanit vermeyebilir. Prostat kanseri tanist almis erkeklerin yaklasik %5'inde uzak
metastaz (¢ogunlukla birden fazla bolgede) ve %15'inde lokorejyonel metastaz gorilebilir.
Geg evre prostat kanseri (uzak metastaz) tanist konulan hastalarin beg yillik sagkalim oram
sadece %30 civarindadir. Metastatik prostat kanseri, yilda 400.000'den fazla Sliime yol
acmakta ve bu 6lim oraninin 2040 yilina kadar iki katina ¢ikmasi beklenmektedir. Metastaz
yapmis prostat kanseri hiicreleri, ikincil bir bolgedeki tiimér mikrogcevresinde uzun siire
hareketsiz kalabilir. Prostat kanseri metastazi, 6ncelikle lokorejyonel lenf nodlarina ve aksiyel
iskeletteki kemik iligi stromasina hematojen yol ile yayilmaktadir. Uzak metastatik
lezyonlarin %80'inden fazlas1 kemik dokusunda yer almaktadir. Daha nadir vakalarda, prostat
kanseri metastazi uzak viseral bolgelere de yayilabilir. Metastatik prostat kanseri hastalarinin
neredeyse tamaminda, androjen deprivasyon tedavisine (ADT) direncli olan kastrasyona
direngli prostat kanseri (CRPC) gelismektedir. Bu 6zellikler, prostat kanseri morbiditesinin ve
mortalitesinin baglica sebepleridir. Metastatik CRPC (mCRPC) evresine ulasan hastalar,
genellikle tedaviye ve kastrasyona direngli olarak kabul edilen son evre hastalik olan tedaviye

direngli prostat kanseri (tCRPC) asamasina gelir (26).
2.3.5 Tan1 ve Tedavi

Tami: Prostat kanserinin erken teshisi, tedavilerin etkili olmasi i¢in dnemlidir ancak
erken teshis icin giivenilir ideal testler heniiz tam olarak mevcut degildir. Ozellikle PSA
diizeyi en gecerli erken tan1 kan testi olmasina ragmen, bu test bazi kanser vakalarinin
gozden kagmasina da yol agabilmektredir. PSA testinin yani sira, toplam PSA, serbest PSA ve
proPSA sonuclarint birlestiren “phi” testi ve bazi tiimor belirteglerini kullanan testler de

kullanilmaktadir.

4Kscore testi, prostat timor tespiti ile ilgili yas, rektal muayene gibi diger faktorlere
ek olarak total PSA, serbest PSA, intakt PSA ve insan kallikrein 2 (hK2) sonuglarmi
birlestirir. Idrardaki prostat kanser antijeni 3 ( (PCA3) seviyesi dijital rektal muayeneden

(DRE) sonra degerlendirilir, ¢iinkii DRE idrarda degerlendirilebilecek bazi prostat hiicrelerini
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serbest birakir. Daha fazla serbest prostat hiicresi, prostat kanserinin mevcut olma olasiligini
gosterebilir. Diger testler, DRE'den sonra idrardan toplanan hiicrelerde anormal gen
degisikliklerini (TMPRSS2:ERG) inceler. Bu gen ifadesi prostat kanseri olmayan erkeklerde
yoktur. ConfirmMDX, prostat kanseri biyopsilerinden elde edilen hiicrelerdeki belirli genler
icin yapilan bir testtir. Bu testler prostat kanserini daha iyi gostermek i¢in kullanilabilir ancak

daha guvenilir non-invaziv testler i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir (27).

Biyopsi icin secilecek alanlardan gorunti elde etmek icin transrektal ultrason (TRUS)
kullanilmaktadir. Ancak TRUS, prostat kanserinden etkilenen tiim alanlari giivenilir bir
sekilde tespit edemeyebilir (28). Renkli Doppler ultrason, prostat bezi i¢indeki kan akisini
Olcerek prostat kanserini tespit etmek icin gelistirilmis bir teknolojidir ve biyopsiler i¢in
secilecek alanlart daha dogru bir sekilde gosterebilir. Bu teknoloji, ultrason gorintulerini
iyilestirmek icin kullanilabilecek bir kontrast madde kullanilarak daha da gelistirilmistir. Bu
teknolojilerin  kombinasyonlari, TRUS kilavuzlugunda biyopsiler ile MRG'nin bir

kombinasyonunu igeren gelismis tespit i¢cin kullanilabilir.

Gleason skoru, prostat kanserini belirlemek igin kullanilan bir derecelendirme
sistemidir. Kanser hiicrelerinin mikroskobik goriintiilerinde normal yapisal degisikliklerden
farkli olan kanser hiicrelerine 1 ila 5 (1: normale en yakin, en iyi; 5: alisilmadik derecede
farkli, en kotii) arasinda bir puan verilerek degerlendirilir. Gleason skoru toplam bir 6l¢iim
oldugu icin 2 ile 10 arasinda bir puan alir. Sonug olarak toplam bir “Gleason skoru” olusturur.

Gleason skoru arttik¢a kanserin ¢ogalmasi, ilerlemesi ve yayilmasi (agresiflik) artar.

PIRADS (Prostate Imaging Reporting and Data System), prostat kanserinin erken
teshisinde kullanilan bir goriintiileme sistemidir. Bu sistem, manyetik rezonans goriintiileme
(MRG) teknigini kullanarak prostatta kanser olasiligin1 degerlendirmek icin yapilan
incelemelerdeki bulgular1 smiflandirmak amaciyla gelistirilmistir. PIRADS, prostat
kanserinin risk seviyelerini 1 ile 5 arasinda bir skala kullanarak degerlendirir. PIRADS,
prostat kanserini daha dogru ve erken bir sekilde tespit etmek amaciyla genellikle biyopsi gibi
ek testlerin gerekip gerekmedigini belirlemede kullanilir. Bu sistem, prostat MRG'lerinde
lezyonlarin yerini, boyutunu ve Ozelliklerini degerlendirerek klinik kararlarin alinmasina
katkida bulunur. PIRADS 4 ve 5 olan lezyonlar, genellikle prostat kanseri riski tagidig: igin
biyopsi yapilmasi Onerilir. PIRADS 1, 2 ve 3 lezyonlar ise genellikle biyopsiye gerek

kalmadan izlenebilir.
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Prostat kanseri tanisinda rektal tuse, genellikle kullanilan ilk ve temel fiziksel
muayene yontemlerinden biridir. Bu muayene sirasinda, doktor parmagini hastanin rektumuna
yerlestirerek prostat bezini elle kontrol eder. Rektal tuse nodiil, prostat bezinde tespit edilen
bir sertlesme, kitle veya anormal doku biiyiimesi anlamina gelir ve bu durum prostat

kanserinin belirtisi olabilir.

Tedavi: Prostat kanseri tedavisi, cerrahi midahale (radikal prostatektomi, RP),
radyoterapi (RT) ve hormonal tedavi (HT) gibi yaklasimlarin tek basina ya da risk gruplarina
gore bir arada kullanilmasini i¢ermektedir. Ancak, prostat kanseri tedavisinin belirlenmesi
hala tartismali bir konudur (29). Bunun baslica sebepleri arasinda; tedavi sec¢eneklerinin
hastanin yasam beklentisi ve genel saglik durumuna gore degiskenlik gostermesi, uzmanlik
alanlarindaki farkli goriisler, kilavuzlarin klinik uygulamalara entegrasyonundaki zorluklar ve
literatlirdeki klinik ¢aligmalarin ¢ogunun retrospektif verilere dayanarak sinirli kanit sagliyor
olmasi yer almaktadir. Bu nedenlerle, prostat kanseri tedavisi icin ¢esitli tedavi segenekleri
mevcut olup, hekim ve hasta tercihine gore benzer klinik durumlar icin birbirinin yerine

uygulanabilecek yontemlerdir.

2.3.6 Prostat Kanserinin Genetigi

Prostat kanserinin gelisimi, hastaligin ilerlemesini saglayan genomik degisikliklerin
ortaya ¢ikmasina baghdir. Prostat kanserinin baglangicini tetikleyen bir dizi genomik
degisiklik tespit edilmistir; bunlar arasinda ERG (ETS ailesi transkripsiyon faktorii ERG),
SPOP (BTB alani iceren POZ tipi adaptor proteini), hicre biytmesini kontrol eden MYC
proto-onkogeninin mutasyonlari, Heliks-Loop-Heliks (bHLH) transkripsiyon faktorleri ve
androjen reseptorii (AR) ile ilgili degisiklikler bulunmaktadir. Lokalize prostat kanseri ve
metastatik prostat kanseri vakalarinda en yaygin gorilen genomik degisiklikler, E-26
transformasyon 06zgl (ETS) transkripsiyon faktorleri ailesinin Gyeleri ile ilgilidir. Bu
faktorlerden ERG ve TMPRSS2-ERG fiizyonu, prostat kanserinde %40 ila %50 siklikla
goriilen en yaygin molekiiler degisikliklerden biridir. Bunun disinda, primer prostat
kanserinde en sik rastlanan gen delesyonlar1 sunlardir: PTEN (%17), SPOP (%]11), TP53 (%8)
ve FOXAL (%4).

SPOP, E3 ligaz adaptor proteini olup, lokalize ve metastatik prostat kanserlerinde
sitkca mutasyona ugrar (yaklasik %11). Bu gen, prostat kanserinin farkli bir molekiiler alt

smifi ile iligkilendirilmistir. PTEN kayb1 ile birlikte mutant SPOP'un bulundugu fare
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modellerinde, SPOP eksikliginin prostat timorjenizisini tetikleyerek neoplastik lezyonlarin
olugmasina yol actigi gosterilmistir. Ayrica, bu ¢alismalar mutant SPOP'un fosfoinositid 3-
kinaz (PI3K)/memeli rapamisin hedefi (mTOR) sinyal yolunu aktive ettigini ve androjen
reseptorii (AR) ile iliskili transkripsiyon faktorleri ve ko-aktivatorleri iceren bir agin yukar
diizenlenmesine neden oldugunu ortaya koymustur. Bu bulgular, mutant SPOP'un prostat
kanserinin patogenezinde kritik 6neme sahip iki dnemli biyolojik yolu etkili bir sekilde aktive

ettigini géstermektedir.

2.3.7 Kalitsal Prostat Kanseri

Prostat kanserinin olusumunda, yas, 1rk, etnik koken ve ¢evresel faktorlerin yani sira,
ailede prostat kanseri Oykiisii, kalitsal meme ve yumurtalik kanseri (HBOC) sendromu ile
Lynch sendromu (LS) gibi genetik faktorler, en 6nemli risk etmenleri arasinda yer almaktadir
ve bu faktorlerin riski %40-%50 arasinda bir oranda etkilemektedir. Kalitsal prostat kanseri,
sporadik vakalara kiyasla daha erken yaglarda baslamakta, daha agresif bir hastalik seyri
izlemekte ve genellikle bolgesel ileri evre bulgularla tanimlanmaktadir. Bununla birlikte,
kalitsal prostat kanseri bulunan erkeklerde, cerrahi miidahale sonrasinda kanserin niiks etme
riski daha yiiksek olmasina ragmen, genel hayatta kalma oranlar1 acisindan kalitsal prostat

kanseri ile sporadik prostat kanseri arasinda belirgin bir fark bulunmamaktadir (31).

Epidemiyolojik caligmalar prostat kanserine yatkinlik genlerinin kalitimsal oldugunu
gostermistir. Vaka-kontrol, ikiz ve aile calismalarmin analizleri, prostat kanseri riskinin
kalitsal faktorlerin bir sonucu olabilece§i sonucunu goOstermistir. Arastirmalarda, kalitsal
prostat kanserinde spesifik gen mutasyonlar1 gdsterilmis ve bu mutasyonlara sahip hastalarda
hastalik riskinin arttigimmi bildirmistir. Kalittimin genetik degerlendirmesinde, prostat kanseri
teshisi konmus erkeklerin yani sira kansere yakalanma riski yiiksek olan erkeklerin ¢oklu gen

dizilimini kullanmaktadir.

Ailesel prostat kanseri ile iliskilendirilen yaklasgtk 170 duyarhilik lokusu
tanimlanmistir. DNA hasar yaniti (DDR) genleri (BRCA1, BRCA2, CHEK2, ATM ve
PALB2) ve DNA onarim genleri (MMR) (MLH1, MSH2, MSH6 ve PMS2) iizerindeki
mutasyonlar, kalitsal prostat kanserleri i¢in potansiyel biyobelirtegler olarak Onerilmistir.
Bir¢ok genin kalitsal prostat kanseri riskiyle olan iligkisi net bir sekilde ortaya konmusken,
daha =zayif iligkiler goOsteren genlerin klinik Onemi henliz tam olarak agikliga

kavusturulamamigtir (31).
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2.3.8 Prostat Kanserinin Molekiiler mekanizmalari

Prostat kanserinin histolojik degerlendirmesi, tiimor evrelemesini belirlemek ve
hastaligin  prognozunu oOngérmek agisindan biliyik Onem tagimaktadir. Bircok gen
mutasyonunun prostat kanserinin baslangici ve ilerlemesi ile iligkili oldugu, ayrica tiimoriin
agresifligi ve tedaviye yaniti hakkinda onemli bilgiler sagladigi bilinmektedir. Bu gen
mutasyonlari, histopatolojik degerlendirmelere destek olabilir ve eksik kalan yonleri
aydinlatabilir. Ozellikle, bu mutasyonlarin androjen sinyalizasyonunu, DNA onarim
mekanizmalarini, proto-onkogenleri, tiimor baskilayic1 genleri, prostata 6zgili antijenleri ve
transkripsiyon faktorlerini etkileyerek prostat kanserinin patogenezini ydnlendirdigi

anlasilmaktadir (32).

Sekil 2.3.8.1: Prostat kanseri ile ilgili sistemler ve bu sistemler ile iligkili molekiiller; DNA
onarim sistem molekiilleri ve timor siipresor proteinler; prostat spesifik antijenler ve
transkripsiyon faktorleri; onkogenler ve biylime faktora reseptorleri, androjen sinyalizasyon

molekdlleri.

Oksidatif hasar sonucu olusan genetik modifikasyonlar, karsinogenezise neden olan en
6nemli faktorlerden biridir. Oksidatif stresin prostat karsinogenezinin baglama, gelisme ve
ilerleme olarak tanimlanan 3 basamagin hepsinde etkili oldugu gosterilmistir. Bu etki,

baslangi¢c asamasinda reaktif oksijen tiirlerinin DNA hasar1 olusturmasi ile baglar, gelisme
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asamasinda genomik dengesizlige bagli olarak anormal gen ifadelerine ve dolayisiyla sinyal
iletiminin bozulmasina, ilerleme agamasinda ise DNA hasarinin siirekli tetiklenmesi ile

genomik kararsizlik kalici ve ilerleyici noktaya gelmesi ile kendini gosterir (33).

2.4 DNA TAMIR MEKANIZMALARI

DNA'nin niikleotid dizisindeki degisiklikler, mutasyon olarak adlandirilir.
Mutasyonlar, DNA replikasyonu sirasinda veya c¢evresel faktorlerden kaynaklanabilir.
Replikasyon esnasinda meydana gelen hatalar, mismatch DNA tamir sistemi tarafindan tespit
edilip diizeltilir. Mutasyonlarin hiicre iizerindeki etkisi, bu degisikliklerin hangi DNA
bolgesinde meydana geldigine baghidir. Eger mutasyon, bir genin kodlama bdlgesinde
olusursa, bu durum hiicreye olumsuz etki edebilir. Ancak, mutasyon kodlama yapmayan
bolgelerde ise hiicre iizerinde genellikle herhangi bir etkisi bulunmaz. DNA polimerazin
kontrol mekanizmas1 ve DNA tamir sistemi mutasyonlarin kalici hale gelmesini onleyen

sistemlerdir. DNA hasarina kars1 farkli onarim sistemleri mevcuttur.

Baz Eksizyon Onarimi (BER) sisteminde gorevli olan DNA glikozilaz enzimi, hasarli
niikleotidin baz ile seker arasindaki beta-N-glikozidik bagi kirarak hatali baz1 uzaklastirir. Bu
islem sonrasinda, ¢ikarilan baz bolgesinde AP (apurinik/apirimidik) boélgesi olusur. Bu
bolgedeki fosfodiester bagi, AP endoniikleaz enzimi tarafindan kesilir ve bdylece DNA
zincirinde bir bosluk (gap) meydana gelir. Ardindan, bosluk DNA polimeraz tarafindan
karsisindaki saglam zincir kalip alinarak yeniden sentezlenir. Son olarak, eksik baglar DNA
ligaz enzimi tarafindan tamamlanir. Daha biiyilk Hasarli bolgeler ise niikleotid eksizyon

onarimi (NER) tamir mekanizmasi ile onartlir.

Mismatch (uyumsuz) onarim sistemi ise DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen
yanlis baz eslesmelerini diizeltir. Bu tiir hatalar, DNA polimerazin proofreading (kontrol)
aktivitesi sayesinde fark edilir ve onarilir. Ancak bazi hatalar ve Indel (insertion/deletion)
loop’lari, mismatch tamir mekanizmasiyla diizeltilir. Bu siireg, MutS proteinlerinin hatali
eslesmeleri tespit etmesiyle baslar. MutS, DNA’ya baglandiktan sonra MutL ile birlikte, DNA
tizerinde bir loop olusturur. MutH proteini, metil grubu tasimayan GATC dizilerine

baglanarak DNA zincirini keser. Helikaz ve endoniikleaz enzimleri, hatali eslesen kism1 ve
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loop'un sonundaki hasarli bolgeyi kesip ¢ikarir. DNA polimeraz ve DNA ligaz ise tamir

surecini tamamlar.

Homolog olmayan ug¢ birlesmesi (NHEJ) tamir mekanizmasinda, ¢ift zincir
kirilmalarimin tamirinde rol oynayan hataya meyilli bir tamir mekanizmasidir. Kirik uglari, Ku
protein heterodimerleri tarafindan tespit edilip birlestirilir. Bu siire¢, Ku proteinlerinin kirtk
uclara baglanmasiyla baslar. Ardindan, XRCC4 ve DNA ligaz gibi yardimci proteinler,
uclarin diizeltilmesini, yeni bazlarin eklenmesini ve ligasyonu (ug¢ birlesmesi) saglar. Bu
onarimda, bazen bazi niikleotid dizileri kaybolur. NHEJ, hizl1 bir tamir mekanizmasi olmasina
ragmen, kirik uclardan eksik kalan DNA dizileri onarilamaz ve bu da eksik bir niikleotid

dizilimiyle sonuglanir.

Homolog rekombinasyon (HR) tamir mekanizmasi, ¢ift zincir kiriklart i¢in daha
hassas bir onarim siirecidir. Bu siiregte, kirik olan kromozomal boélge, saglam homolog
kromozomun DNA zincirini kalip olarak kullanarak onarilir. HR, dis etmenler veya hiicre
boliinmesi sirasinda olusan ¢ift zincir kiriklarinin tamirinde de islev goriir. Kardes kromatitler
birbirine bagli kalir ve kirik bolge, endoniikleaz tarafindan tespit edilip 5' uglardan birkag
niikleotid kesilir. Daha sonra, kardes kromatitteki uygun bolge ile DNA baglanir ve eksik

nukleotidler yeniden eklenir. Boylece, eksik nukleotid kaybi yasanmadan onarim tamamlanr.
2.4.1 insanlarda NER Mekanizmasi

Niikleotid eksizyon onarimi (NER), evrimsel olarak korunmus bir onarim
mekanizmasidir ve hemen hemen tiim Okaryotik ve prokaryotik hiicrelerde bulunur. Bu
sistem, ultraviyole 1s18inin etkisiyle DNA zincirlerine eklenen biiyiik kimyasal gruplart ve
DNA zincirleri arasindaki ¢apraz baglar1 onarmada gorev alir. Ozellikle, giines 1518min yol
actign siklobiitil dimerleri gibi hasarlari onarmada ©nemli rol oynar. Okaryotik NER
mekanizmasinda, hasar goren bolgeyi igine alan 10-30 niikleotid uzunlugundaki DNA
segmentinin endoniikleazlar tarafindan kesilmesi ve c¢ikarilmasiyla baslar. Ardindan, bu
c¢ikarilan bolge yeniden sentezlenir.

NER'in klinik 6nemi, bu onarim yolunda gorevli NER proteinlerini kodlayan
genlerdeki mutasyonlarin kalitsal hastaliklara yol agmasindan dolayidir. Xeroderma
pigmentosum ve Cockayne sendromu gibi hastaliklar, NER ile iliskili genetik bozukluklardan

kaynaklanmaktadir. NER sistemindeki bozukluklar, ayrica hizlanmis yaslanma, kisalmis
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yasam sliresi, bobrek fonksiyon bozukluklari ve noérolojik problemler gibi saglik sorunlarina
yol agar.

1968 yilinda, James Cleaver, Xeroderma pigmentosum (XP) hastalig1 tasiyan
bireylerde NER sisteminin diizgiin ¢alismadigini gézlemlemistir. Bu hastalar, ultraviyole
1s1g¢indan asir1 derecede hassastir ve normal bireylere gore 5.000 kat daha fazla cilt kanseri
riski tasirlar. Genetik incelemeler sonucu, bu hastalarda XPA'dan XPG'ye kadar olan 7 genin
mutasyonlarinin bu hastaligin gelisimine yol agtig1 belirlenmistir. Bu genlerin, UV 1s1minin
neden oldugu DNA hasarlarin1 onarmada rol oynadigi kesfedilmistir.

NER sisteminde, hasarli DNA bolgesi, 5' ugtan 20-22 niikleotid uzaklikta ve 3' ugtan 5
nlkleotid mesafedeki bolgeden endoniikleazlar tarafindan kesilir. Bu islem sonunda, yaklasik
27-30 niikleotid uzunlugundaki hasarli bolge uzaklastirilir. Sonrasinda, saglam kardes zincir
kalip olarak kullanilarak yeniden sentezleme yapilir. DNA hasarim1 taniyan RPA, XPA, ve
XPC gibi genler, bu onarim siirecini baslatir. Ardindan, XPB ve XPD helikazlari, DNA c¢ift
sarmalin1 acar. XPG ve XPF niikleazlari, belirli uzunluktaki bolgelerden kesim yaparak
hasarli DNA’y1 ¢ikarir. Cikan 30 niikleotid uzunlugundaki boliim, DNA polimeraz tarafindan

yeniden sentezlenir ve DNA ligaz ile orijinal DNA zincirine eklenir (Sekil 2.4.1.1).
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Sekil 2.4.1.1: Insanlarda bulunan NER sistemi
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2.5 ERCC2 GENI VE PROTEINI

ERCC2 geni 19q13.3 lokalizasyonundadir ve yaklasik ~54.3 kb uzunlugunda olup 23
ekzondan olusur; bu genin cDNA's1 yaklasik 2,400 niiklotidtir. ERCC2 geninde meydana
gelen mutasyonlar {i¢ farkli hastalik fenotipini olusturur; Xeroderma Pigmentosum (XP),
trikotiyodistrofi (TTD) ve Cockayne sendromlu (CS) XP. Ayrica gesitli ¢alismalarda XPD
proteiinin aktivitesini olumsuz yonde etkileyen ERCC2 genindeki birka¢ polimorfizmde

tanimlanmis ve bu polimorfizmlerin farkli hastaliklarla iligkileri de gosterilmistir. ERCC2

geninde goriilen en yaygin polimorfizmler, kodon 751 ve kodon 312'dedir.

R683W

S541R R683Q

D681N
B —

XpP
and XP/CS 1
v

“Iﬂla R M':“”f:?": uv ;

=

—

D R112H

C663R R722W

W iR
G713R
R658H

Sekil 2.5.1: XPD proteinindeki bazi mutasyonlarin yerleri gosterilmistir. Ust tarafta, XP
(styah kutular) ve XP/CS'ye (kirmiz1 kutular) fenotipine yol acan degisiklikler, alt tarafta
TTD fenotipine yol acan mutasyonlar gosterilmistir. Iki yaygin polimorfizmin konumlari ise

yesil kutularla gosterilmistir.

ERCC2 geni NER mekanizmasinda rol oynayan ve TFIIH kompleksinin bir alt birimi
olan helikaz aktivitesine sahip Xeroderma Pigmentosum Protein D (XPD) helikaz kodlar.
XPD proteini, 86.9kDa molekiiler agirliga sahip 761 amino asitlik bir helikaz proteinidir.
XPD, yiiksek oranda korunmus amino-asit dizilerinden olusan yedi ‘“helikaz motifleri”
(walker motif 1, la, II, II, 1V, V ve VI) ile karakterize edilir. SF2 (stperaile 2) helikaz

ailesinin bir Uyesidir.
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XPD, helikaz aktivitesi i¢cin 6nemli bir saha olan 4Fe4S kiumesi (FeS) iceren ve DNA
boyunca 5'-3' yoniinde hareket eden bir helikazdir. Siiper Aile 2 (SF2) helikaz ailesinin bir
tyesidir. Okaryotik XPD, NER igin kritik 6neme sahip olan genel transkripsiyon faktor(
TFIH’ nin subiinitlerinden biridir. Diger yandan XPD, transkripsiyon ve NER sireclerinde
farkli roller {istlenir. NER sirasinda XPD'nin tam bir helikaz olarak islev goriirken,
transkripsiyon sirasinda yalnizca CAK kompleksi gibi ek faktorlerin konumlandirilmasina

yardimci olan bir yapi iskelesi olarak gorev yapar (34).

2.6 ERCC5 GENI VE PROTEINI

ERCC5 geni 13932-33 lokalizasyonundadir ve yaklasik ~92kb uzunlugunda olup 15
ekzondan olusur; bu genin cDNA's1 yaklasik 3827 niiklotidtir.

ERCCS5, NER yolunun temel DNA onarim genlerinden biridir. Xeroderma
pigmentosum grup G (XPQG) proteinini kodlar. XPG proteini hasarli DNA’y1 3' ucundan
keser. XPG, FENI niikleaz ailesinin bir iiyesidir. Ayn1 zamanda, DNA onarim siireclerinde
etkili olan ve p53 tarafindan aktive edilen baglica genlerden biridir. ERCC5’teki mutasyonlar,
UV 1s18na karst asir1 hassasiyet ve UV’ye maruz kalma sonrasinda cilt kanseri gelisimine
yatkinlik gibi semptomlarla kendini gosteren XP veya agir ndrogelisimsel bozukluklardan biri

olan CS’a yol agabilir.

XPG proteini, 133 kDa molekiiler agirliga sahip 1186 amino asitlik bir proteinidir.
XPG proteini , 600 amino asitlik bir bosluk (spacer) bdlge ile ayrilmis, fonksiyonel olarak
aktif 2 bolgeye (N ve I) sahiptir. Bu aktif bolgeler iginde, Asp-77, Cys-794 ve Ala-792 gibi
evoniisyonel olarak korunmus bolgeler vardir. Spacer olarak adlandirilan 600 amino asitlik
bolge, ¢ok sayida asidik amino asit igerdiginden oldukca asidiktir ve molekiiliin helikal
yapisinin énemli bir pargasini olusturur. Bu yapi, XPG'nin RPA (Replikasyon Protein A) ve
TFIIH ile baglanmasina katkida bulunur (35).

Spacer bolgesinin her iki yaninda yer alan D1 ve D2 bdlgeleri, genellikle ileri diizey
Okaryotlarda korunmustur. Birinci bolge (D1), N-domain ucunda bulunur ve yaklasik 27
amino asit uzunlugundadir (184-210 kalintilar1). Bu bdlge, TFIIH ile etkilesim ve ubikitin
baglanmasiyla iligkilidir. Ikinci bolge (D2) ise I-domain ucunda yer alir ve yaklagik 100

amino asitten olusur.
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PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) baglanma motifi, DNA metabolizmasinda
kritik bir islev goriir ve ayn1 zamanda potansiyel bir ila¢ hedefi olarak dikkat ¢eker. PCNA,
Ozellikle DNA polimerazlarin (Pol 8) bosluk doldurma i¢in bolgeye gelmesinden sorumludur.

XPG ile PCNA arasindaki bu etkilesim, PCNA ile Pol 8'y1 p21 gibi inhibit6rlerden korur.

N-sahasinin, spacer bolgesinin D1 ile TFIIH baglantisina kadar uzanan NER yolunda
oldukca kararli bir reaksiyon alanmi oldugu tespit edilmistir. Ayrica, bu bolge RPA ile de
etkilesim kurar. XPG'nin yapisi, C-terminus ucunda bulunan ve Nukleer Lokalizasyon
Sinyalleri (NLS) igeren alanlar1 da barindirir (36).

D1 PIPNLS  NLS
XPG N ll SPACER -4 l[l B D2 ] |
§ v . A= Y
XPB, XPD RPA  XPB, XPD PCNA

Sekil 2.6.1: XPG sematik yapisi

XPG'nin ayn1 zamanda BER mekanizmasinda rolé oynayan hNth1 aktivitesini artiran
bir kofaktdr olarak gorev yaptigida bilinmektedir. Ayrica arastirmalar, XPG'nin HRR
yolunda, BRCA1, BRCA2, Rad51 ve PALB2 gibi molekiillerle kompleksler olusturarak
katalitik olmayan bir rol istlendigini ve bu molekiillerin islevlerini etkiledigini
gostermektedir. Bunun yani sira, XPG'nin Werner Sendromu fenotiplerinin ortaya ¢ikmasinda
etkili olan R-loop yapilarinin olusumundan sorumlu oldugu da rapor edilmistir. Her ne kadar
XPG, ¢esitli DNA onarim yollarinda yer alsa da, esas gérevi NER mekanizmasindaki niikleaz

aktivitesidir.
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3. YONTEM

3.1 CALISMA GRUBU

Bu calisma kapsaminda, 2023-2024 yillar1 arasinda Istanbul Egitim Arastirma
Hastanesi Uroloji Ana Bilim Dali’nda yeni prostat kanseri tanis1 konmus ve herhangi bir
tedavi almamis 50 erkek hasta incelenmistir. Tru-cut prostat biyopsileri yapilan ardisik erkek

hastalardan, tiimérli ve normal dokular alinarak arastirmaya dahil edilmistir.

Alinan dokularm patolojik incelemeleri istanbul Egitim Arastirma Hastanesi Patoloji
Ana Bilim Dali’nda gerceklestirilmistir. Hastalara ait patolojik veriler, bu birimden temin
edilen patoloji raporlarinin incelenmesiyle elde edilmistir. Cerrahi operasyon sirasinda normal
ve timorlii doku olarak degerlendirilerek alinan  orneklerden, patolojik degerlendirme
sonucunda farkli degerlendirme c¢ikan oOrnekler ve bu orneklere ait bireyler calismadan
cikarilmis, yedek drnekler dahil edilerek toplamda 50 6rnekle ¢alisma tamamlanmistir. Doku
alimimin ardindan uygulanan tiim prosediirler, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi

Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Molekiiler Hiicre Arastirma Laboratuvari’nda ytriitilmustiir.

Bu calisma Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Rektorliigii  Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan onay almistir (No: 02; Tarih: 05/10/2023).

Bu arastirmada, prostat kanseri hastalarinda, NER mekanizmasinda rol oynayan
ERCC2 ve ERCCS5 genlerinin ifade diizeyleri, timorlii ve normal dokularda belirlenmistir. Bu
iki doku arasindaki gen ifade degisiklikleri incelenmis, ayrica elde edilen verilerin hastalarin

klinik bilgileri ile iliskilendirilmistir.
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KULLANILAN CiHAZLAR

Buzdolab1 ve Derin Dondurucu (+4 °C ve -20 °C) (BOCH)
Ultra Derin Dondurucu (-80 °C) (New Brunswick Scientific, Sanyo)
Distile Su Cihaz1 (Millipore)

Otoklav (Hirayama)

Nanodrop Spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific)
Santrifuj (Beckman Coulter)

Sogutmal1 Santriftij (Hettich)

Vorteks (Velp)

Mikropipetler (Socorex ve Eppendorf)

Hassas Terazi (CHYO)

Termal Dongii Cihazi (ABI)

Real-time PCR Cihazi, (ABI)

Doku homojenizatorti  (Bullet Blender, Next Advance)
Ceker Ocak (Termal)

Mikropipet seti (Socorex, Eppendorf, Discovery)

KULLANILAN MALZEMELER VE KIMYASAL MADDELER
3.3.1 Kullanilan Sarf Malzemeler:

13ml“lik falcon tiipler

1,5 ml“lik ependorf tiipleri

10 pl, 200 pl ve 1000 pl mikropipet uglar

96°lik 0.2 ul PCR plateleri ve seffaf kaplamalari

96-well Semi-Skirted gPCR Plates, 0.1mL,

Pressure-sensitive qPCR Plate kapatici film
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3.3.2 RNA Eldesinde Kullanilan Tampon ve Cozeltiler
EXTRACT ME mRNA Kiti (Blirt, POLONYA)

o miRLys Tamponu

o miRW Tamponu

o miREB

o RNaz icermeyen su

. DNA izolasyon kolonlar1

o RNA izolasyon kolonlar1

3.3.3 cDNA Sentezinde Kullanilan Tampon ve Cozeltiler
cDNA sentez Kiti (ABclonal, ABD)

= 5x ABScript Il RT Mix
ABCScript Il Ters Transkriptaz Enzimi
RNase Engelleyici (20 U/ul)
Random Primer
Oligo dT Primer
Deoksintikleotid Karigimi1 (ANTP) (10 mM)
Reaksiyon tamponu(Containing Mg?")

. Nuclease-free Su (H20)

3.3.4 Ger¢ek zamanh PZR’da Kullanilan Tampon ve Cozeltiler
Genious 2X SYBR Green Fast g°PCR Mix Kit (ABclonal, ABD)

. Genious 2X SYBR Green Fast gPCR Tepkime Karigimi
Taqg DNA polimeraz
dNTPs
Mg?*
SYBR Green
. 50x ROX Referans (Dye | ve II)
. ddH.O
. cDNA

= Forward Primer (Suarge Biyoteknoloji, TURKIYE)
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. Reverse Primer (Suarge Biyoteknoloji, TURKIYE)

3.3.5 Ger¢ek Zamanh PZR’da Kullanilan Primer Hedef Bilgileri
Gergek zamanli PZR’da kullanilan hedef ve kontrol genlerinin primer hedef bolgeleri

Tablo 3-1’de gosterilmis olup tasarlandiktan sonra ticari olarak sentezlenmistir.

Tablo 3.3.5.1: Hedef ve kontrol genlerin primer hedef bélgeleri ve fragment uzunlugu

Gen RefSeq no. (gPCR hedef | Ekzon Fragment uzunlugu

Adi bolgesi) Baglantis1 (bp)

ERCC2 | NM_000400.4 (413-486) 6-6 74
NM_001130867.2 (716-789) 5-5

ERCC5 | NM_000123.4 (1323-1392) 7-7 70

ACTB | NM_001101.5 (425-521) 3-4 97

3.4 DOKU HOMOJENiIZASYONU

Tru-cut Biyopsi sirasinda toplanan dokular patoloji onayi ile tiimorlii ve normal
dokular olarak RNA koruyucu (RNA Later) igeren steril ependorf tiip i¢ine toplanmistir. RNA
koruyucu icinde +4°C buzdolabinda 24 saat siireyle inkiibe edilmistir ve siire sonunda dokuya
niifuz etmeyen fazlalik RNA koruyucu sivi ependorf tiipten tamamen uzaklastirilmistir.
Dokular laboratuvar islemlerine baslanana kadar -80°C’de saklanmistir. Kullanim 6ncesinde,
-80°C’den ¢ikarilan Ornekler ¢Oziindiirilmiis ve tizerine ticari olarak temin edilen lizis
soliisyonu ile B-merkaptoetanol ilave edilmistir. Elde edilen doku-tampon karisimi, parcalama
1slemi icin seramik boncuklar iceren steril tiiplere aktarilmistir. Parcalama islemi, sogutmali
bir homojenizatér cihazinda maksimum hiz ve sogutma modunda, 5 dakika boyunca

gerceklestirilmistir.
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3.5 GEN iFADE ANALIZLERI

3.5.1. mRNA izolasyonu

ERCC2 ve ERCCS5 genlerinin ifade seviyelerini belirlemek amaciyla, homojenize

edilen timor ve normal dokulardan RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu islemde, ticari

olarak temin edilen EXTRACT ME (Blirt, Polonya) kiti kullanilmistir. izolasyon siireci su

adimlar1 icermektedir:

10.

Homojenize edilen timér ve normal doku &rnekleri 60 saniye sureyle
vortekslenmistir.

Ornekler, 18.000 x g hizinda 2 dakika siireyle santrifiij edilmistir.

400 pl tst faz “DNA Purification Column”a aktarilmig ve 2 dakika boyunca 18.000 x
g’de santrifiij edilmistir.

Elde edilen filtratlar steril 1.5 ml ependorf tliplerine aktarilmis, iizerlerine % 96-100
etanol (200 pul hacminde) eklenmis ve 5 saniye vortekslenmistir.

Karigim, “Large RNA Purification Column”a aktarilmis ve 18.000 x g hizinda 2
dakika siireyle santrifiij edilmistir.

Kolonlar, yikama soliisyonu kullanilarak {i¢ kez yikanmis, ardindan 1 dakika boyunca
18.000 x g’de santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirilmigtir.

Kolonlar, 3 dakika boyunca 18.000 x g’de santrifiij edilmistir.

Kolona 50 pul miREB eklenmis ve 25°C’de 2 dakika inkiibe edilmistir.

Kolon, 11.000 x g hizinda 2 dakika siireyle santrifiij edilerek RNA igeren filtratlar
tiipiin dibinde toplanmistir. Kolonlar uzaklastirilmistir.

Elde edilen RNA 6rnekleri, sonraki islemler i¢in -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.5.2 mRNA Safliginin Olciiliimii ve konsantrasyonu (Spektrofotometrik Analiz)

RNA izolasyon kiti ile elde edilen RNA Orneklerinin miktar1 ve saflik derecesi

ThermoFisher Scientific NanoDrop spektrofotometresi ile o6lgildi. RNA 6rneklerinin

260nm/280nm dalga boylarinda absorbans degerleri oranlarindan saflik degerleri~ 2 olan

ornekler ile ¢alismaya devam edildi.



26

3.5.3 cDNA Eldesi

Elde edilen RNA’larin ¢cDNA’lara doniistiiriilmesi islemi icin hazir ticari kitler
kullanildi. ABclonal firmasinin ABScript III RT Mix kiti kullanilarak ¢cDNA sentezi
gerceklestirildi. mRNA zincir kaliplari, RT-PCR (ters transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonu) teknigi ile ters transkriptaz enzimi kullanilarak cDNA’ya donistiiriildii. RNA
konsantrasyonu en diisiik olan doku baz alinarak her bir dokudan farkli miktarlarda RNA

kullanilarak, son RNA konsantrasyonlari esit olacak sekilde RNA konsantrasyonu hazirlandi.

Tablo 3.2’deki prosediire uygun olarak, 96 kuyulu plakadaki (MicroAmp Fast Optical
96-well Plate) ilgili kuyucularin her birine 5x ABScript 11l RT Mix karigimdan 4 pul eklendi.
Daha sonra her bir kuyucuga toplam hacim 20 pl olacak sekilde hesaplanan baslangig

RNA’na uygun RNA miktar1 ve niikleaz icermeyen su eklendi.

ABScript III' RT Mix kit’inin protokoliine uygun cDNA sentezi agagidaki asamalara

gore gerceklestirildi. Tiim islemler buz lizerinde gergeklestirildi;

1. -20°C'de saklanan ABScript III RT Mix kit bilesenleri 25°C'de ¢ozdiiriilmiis, birkag
kez pipetleme islemi yapilmis ve ardindan 96 kuyulu plakadaki her bir kuyucuya 4 pl
olacak sekilde dagitilmistir.

2. 96 kuyulu plakanin her bir kuyusua maksimum voliim 16 pl olacak sekilde ve son
konsantrasyonlar1 42 ng olacak sekilde RNA ornekleri kondu. 16 pl’den az konan
kuyularin iizerine 16 pul’yi tamamlayacak sekilde niikleaz icermeyen su ilave edildi.

3. Plakanin yiizeyi, optik yapiskanl bir film ile kaplanmig ve plaka santrifiij edilmistir.

4. cDNA sentezi, protokolde belirtilen sicaklik dongiilerine (Tablo 3-3) uygun olarak,
termal dongii cihaz1 (ABI) kullanilarak gergeklestirilmistir.

5. Sentezlenen cDNA 6rnekleri kisa siireli muhafaza igin -20°C'e kaldirildi.

Tablo 3.5.3.1: ¢cDNA sentezinde kullanilan karisim bilesenleri

Bilesenler Miktar (ul)
5X ABScript III RT Mix 4 ul

Toplan RNA 42 ng

RNase Free Su 16 ul’e kadar
Son konsantrasyon 20 pl
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Tablo 3.5.3.2: cDNA reaksiyon donguleri

l.adim 2.adim 3.adim
Sicaklik(Derece) 55 85 4
Zaman(dk) 15 5 ©

3.5.4 Gercek zamanh polimeaz zincir reaksiyonu (Real-time PCR)

cDNA eldesinden sonra, qPCR ydntemi ile hedef genlere ait mRNA miktarlarindaki
degisimler Real-time PCR ile degerlendirildi. Calismada, ERCC2 ve ERCCS hedef genlerinin
ifade seviyeleri, housekeeping geni olarak kullanilan aktin beta (ACTB) ile karsilagtirilarak
belirlenmistir. Kullanilan qPCR hedef bilgileri Tablo 3-1'de verilmistir. Real-Time PCR
calismalari, Applied Biosystems firmasina ait Abclonal (ABD) gqPCR kiti kullanilarak
gergeklestirilmistir. Tiim islemler buz iizerinde yiiriitilmiis ve reaksiyonlar 20 pl'lik toplam
hacimde gergeklestirilmistir. gPCR analizinde, 96 kuyulu PCR plakasinin her bir kuyucuguna
cDNA ve tepkime karisimi eklenmistir. Reaksiyon karisiminin detayl igerigi Tablo 3-4'te

sunulmustur.

1. Calisma oncesinde tiim reaktifler tamamen ¢ozdiiriilmiis, vorteks ile 1yice karistirilmig
ve kisa siireli santrifiij islemi uygulanmigtir.

2. Tim reaktifler, steril 1.5 ml tiiplerde qPCR karistmin1 olusturacak sekilde
hazirlanmistir. Her 6rnek ¢cDNA’s1 ¢ift tekrarli olarak ¢alisiimistir.

3. Mikropipet kullanilarak, her bir kuyucuga 2 pl cDNA eklenmistir.

4. Hazirlanan karisim, her kuyucuga 18 pl olacak sekilde dagilmis ve toplam hacim 20

ul olacak sekilde qPCR reaksiyon karisimi tamamlanmustir.

S. Hazirlanan plakanin {izeri optik kapatict film ile kapatildiktan sonra santrifij
edilmistir.
6. Hazirlanan plaka, Tablo 3-5'Te belirtilen sicaklik-zaman dongustine gore Real-Time

PCR cihazina yerlestirilmis ve islem baslatilmistir.
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Tablo 3.5.4.1: qPCR reaksiyon karisimi igerikleri

BILESENLER HACIM (uL)
2X AMPLIFYME SYBR Mix 10 pL
Ileri Primer 0.6 puL
Geri Primer 0.6 uL
50X ROX boyas1 0.4 pL
Cdna 2 uL
dH20 6.4 pL
Total 20 pL

Tablo 3.5.4.2: qPCR’n sicaklik dongiisii

Adim Sicaklik Sdre (sn) Dongu
Aktivasyon ve 95 180 40
denaturasyon
Denaturasyon 95 5
Baglanma/uzama 60 60

3.5.5 Normalizasyon

ERCC2 ve ERCC5 hedef genlerinin ekspresyon seviyeleriyle Actin Beta (ACTB)

housekeeping geninin ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi ile normalizasyon yapildi.

3.5.6 Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Prostat kanseri ile normal prostat dokularindaki ERCC2 ve ERCCS5 genlerinin ifade
degisikliklerini belirlemek amaciyla, mRNA seviyeleri 2-AACt yontemi ile hesaplanmistir.
Bu hesaplamada, hedef genlere ve referans gene ait Ct (threshould cycle) degerlerinden

yararlanilmigtir. Ct degerlerinden elde edilen 2-AACt degerleri, asagida belirtilen formiil

kullanilarak hesaplanmustir.

0-AACt =2-[TUm6r dokusu (Hedef gen Ct’si-Referans gen Ct’si)-Normal doku (Hedef gen Ct’si-

Referans gen Ct’si)]
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3.6 ISTATIKSEL ANALIZLER

Gen ekspresyon degerleri, Ortalama + Standart Hata (SE) formatinda sunulurken, yasa iliskin
veriler Ortalama + Standart Sapma (SD) bigiminde raporlanmustir. Iki grup arasindaki
istatistiksel karsilastirmalar, Mann-Whitney U testi ile gerceklestirilmistir. Gen ekspresyon
diizeyleri ile diger parametreler arasindaki iligkiler, Pearson korelasyon testi kullanilarak
degerlendirilmistir. Tiim istatistiksel analizler, IBM SPSS Statistics yazilimi1 (IBM Corp.,
2012, IBM SPSS Statistics for Windows, Siiriim 21.0, Armonk, NY, ABD) araciligiyla

gerceklestirilmistir. Istatistiksel analiz sonuglar1, p<0,05 oldugunda anlaml kabul edilmistir
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4. BULGULAR

Calismamiza, prostat kanseri teshisi konulmus ve herhangi bir tedavi uygulanmamis
50 hasta dahil edilmistir. Bu hastalarin patolojik olarak teyit edilmis tiimdr ve tiimdre komsu
olan normal dokularinda (kontrol doku) ERCC2 ve ERCC5 genlerinin ifadeleri tespit edildi.
Calismaya dahil edilen prostat kanserli hastalarin klinik verileri hasta dosyalarindan elde
edildi.

4.1. PROSTAT KANSER HASTALARIN GEN iFADELERI

Elli hastanin tiimorlii ve normal dokularina ait ERCC2, ERCCS5 ve ACTB (referans
gen) genlerinin CT (Cycle Threshold) degerleri elde edildi. Timér ve normal doku drnegi
icin ayr1 ayr1 olmak tizere hedef gen CT degeri ile referans gen CT arasindaki hesaplanarak,
her hastanin gen ifade esik degeri olan ACT degeri elde edildi. Her hastaya ait ACT degeri
kullanilarak 22€T gen ifadesi elde edildi. Tiimér ve normal doku hedef genlerine ait ACT
degerleri arasindaki fark hesaplanarak AACT degerleri hesaplandi. Her hastaya ait AACT
degeri kullamlarak Schmittgen ve Livak’m [58] 2008’de &nerdigi denkleme gore, 2°4ACT

degerleri her hasta icin ayr1 olarak hesaplandi.

Calismaya katilan hastalarin tiimor ve normal doku 6rneklerine ait ERCC2 ve ERCC5
genleri ile ilgili 22T degerleri asagida yer alan Tablo 4.1.1°de gdsterilmistir. 272¢T
hesaplamasina gére ERCC2 geninin timorli dokudaki ifade diizeyleri ile normal dokudaki
ifade diizeyleri karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (p=0.12).
Diger yandan ERCCS5 geninin tiimorlii dokudaki ifade diizeyleri normal dokudaki ifade

diizeylerine gore istatiksel olarak anlamli derecede artmis olarak tespit edilmistir (p=0.005).
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Tablo 4.1.1: Tumorli ve normal doku 6rneklerinde ERCC2 ve ERCCS5 genlerinin ifade

degerleri (2°4¢T)
TUmorll doku Normal doku p*
ERCC2 1.14+0.48 0.82 +0.21 0.12
ERCCS 6.26+2.18 3.40+1.33 0.005

Veriler Ortalama +SE olarak verilmigtir
*Mann-Whitney U testi

ERCC2 i¢in, gen ifade diizeylerinin kat degisme durumlarini degerlendirmek igin 2
ACT degerlerini 244CT  degerlerine déniistiirdiigiimiizde, tiimorli dokuda ERCC2 ifade

diizeyinin normal doku Orneklerine gore 2.25 kat oraninda degistigi gorilmektedir (Tablo

4.1.2).

Tablo 4.1.2: Timorli ve normal doku 6rneklerinde ERCC2 ifade degeri

ACt (Ort) AAC+(Ort) 2-AACT
Tumoér Dokusu 3.18 -1.17 2.25
Normal Doku 4.35 1 1

ERCCS5 igin, gen ifade diizeylerinin kat degisme durumlarmi degerlendirmek icin 2°4¢T

degerlerini 28ACT degerlerine doniistiirdiigiimiizde, tiimérlii dokuda ERCC5  ifade

diizeyinin normal doku orneklerine gore 5.94 kat oraninda degistigi goriilmektedir (Tablo

4.1.3).

Tablo 4.1.3: Timorli ve normal doku 6rneklerinde ERCCS ifade degeri

ACt (Ort) AACT(Ort) 2-AACT
Tumoér Dokusu 1.36 -2.57 5.94
Normal Doku 3.93 1 1

Calismamizda tUmoOr ve normal doku gruplarinda ERCC2 ve ERCCS genlerinin ifade

diizeyleri arasindaki iliskiyi inceledik. iliski ncelemesi, Pearson-korelasyon testine gore
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yapildi. Timér (r=0.09, p=0.55) ve normal (r=0.28, p=0.05) grubunun, ERCC2 ve ERCC5
gen ifade diizeyleri arasindaki iliski incelendiginde, istatiksel olarak anlamli bir korelasyon

saptanmadi.

4.2 PROSTAT KANSER HASTALARININ KLINIiK VERILERINE GORE GEN
IFADE DUZEYLERI

Calisma grubumuzu olusturan 50 hastanin demografik ve klinik 6zelliklerinin dagilimlar

Tablo 4.2.1°de verilmistir.

Tablo 4.2.1: Prostat kanser hastalarinin demografik ve klinik verileri

Yas (Yil) 66.3+7.1
PSA 14.6+14.3
Sigara Igmiyor(-) 39 Hasta 78%
I¢iyor(+) 11 Hasta 22%
Diyabet Yok(-) 38 Hasta 76%
Var(+) 12 Hasta 24%
Hipertansiyon Yok(-) 29 Hasta 58%
Var(+) 21 Hasta 42%
Noddal Yok(-) 36 Hasta 72%
Var(+) 14 Hasta 28%
Gleason Skoru <7 29 Hasta 58%
>7 21 Hasta 42%
PIRADS 3 14 Hasta 28%
4 17 Hasta 34%
5 19 Hasta 38%
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Calisma grubumuzu olusturan hastalarin tiimor ve normal 6rneklerindeki gen ifade

diizeyleri, sigara kullanimina gore incelenmis ve istatiksel sonuclar Tablo 4.2.2°de

verilmistir. Sigara kullaniminin, normal ve tiimér dokularindaki ERCC2 ve ERCCS5 gen

ifade diizeylerine etkisinin olmadig1 tespit edildi.

Tablo 4.2.2 : Tumor ve normal doku 6rneklerinde ERCC2 ve ERCC5 genlerinin ifade

degerlerinin sigara kullanimu ile iligkisi

Normal Doku Tumor Dokusu
Sigara Sigara P Sigara I¢cmiyor Sigara p*
I¢miyor iciyor (n=39) Iciyor
(n=39) (n=11) (n=11)
ERCC2 | 0.99+0.27 0.23+£0.13 0.21 |1.32+0.61 0.50+0.27 0.29
ERCCS5 | 4.38+£1.74 0.48+0.36 0.64 | 6.77x2.64 4.41+£3.25 0.13

Veriler Ortalama +SE olarak verilmigtir
*Mann-Whitney U testi

Calisma grubumuzu olusturan hastalarin timor ve normal orneklerindeki gen ifade
diizeyleri, diyabetin mevcudiyetine gore incelenmis ve istatiksel sonuglar Tablo 4.2.3°da
verilmistir. Diyabetin mevcut veya mevcut olmama durumunun, normal ve tiimor

dokularindaki ERCC2 ve ERCCS5 gen ifade diizeylerine etkisinin olmadigi tespit edildi

Tablo 4.2.3: Tuimor ve normal doku érneklerinde ERCC2 veERCCS5 genlerinin ifade

degerlerinin diyabet dykiisii ile iliskisi

Normal Doku

Timor Dokusu

DM(-) (n=38) | DM(+) (n=12) | P | DM(-) (n=29) | DM(+) (n=21) | P*
ERCC2 | 0.81%0.25 0.86+0.44 0.68 | 1.29+0.64 0.70£0.9 0.96
ERCC5 | 3.20%1.31 4.06£3.91 0.67 |6.97+2.86 4.20+1.78 0.73

Veriler ortalama +SE olarak verilmistir
*Mann-Whitney U testi
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Calisma grubumuzu olusturan hastalarin tiimér ve normal 6rneklerindeki gen ifade
diizeyleri, hipertansiyon mevcudiyetine gore incelenmis ve istatiksel sonuglar Tablo 4.2.4’da
verilmistir. Hipertansiyonun mevcut veya mevcut olmama durumunun, normal ve timor

dokularindaki ERCC2 ve ERCCS5 gen ifade diizeylerine etkisinin olmadigi tespit edildi.

Tablo 4.2.4: Tuimor ve normal doku 6rneklerinde ERCC2 ve ERCCS genlerinin ifade

degerlerinin hipertansiyon Oykiisii ile iliskisi

Normal Doku Timor Dokusu
HT(-) (n=29) | HT(+) (n=21) P HT(-) (n=29) HT(+) (n=21) p*
ERCC2 | 0.94+0.31 0.66+0.28 0.26 | 1.65+0.83 0.46+0.15 0.96
ERCC5 |4.10+1.80 2.28+1.94 0.29 |7.16+3.33 5.07+2.55 0.25

Veriler ortalama +SE olarak verilmistir
*Mann-Whitney U testi

Calisma grubumuzu olusturan hastalarin timoér ve normal orneklerindeki gen ifade
diizeyleri, nodiil mevcudiyetine goére incelenmis ve istatiksel sonuclar Tablo 4.2.5°de
verilmistir. Nodiilin mevcut veya mevcut olmama durumunun, normal ve timor

dokularindaki ERCC2 ve ERCCS5 gen ifade diizeylerine etkisinin olmadigi tespit edildi.

Tablo 4.2.5: Tumor ve normal doku 6rneklerinde ERCC2 ve ERCC5 genlerinin ifade

degerlerinin nodiil varlig1 6ykiisii ile iligkisi

Normal Doku TUmor Dokusu
Nodiil (-) Nodil (+) | P Nodl (-) Nodul (+) P
(n=36) (n=14) (n=29) (n=21)
ERCC2 |0.91+0.26 0.56+0.37  |0.21 |1.39+0.66 0.46+0.18 0.88
ERCC5 | 4.52+1.73 0.34+0.22 | 054 |6.58+2.91 5.40+2.11 0.93

Veriler ortalama +SE olarak verilmistir
*Mann-Whitney U testi

Calisma grubumuzu olusturan hastalarin timér ve normal orneklerindeki gen ifade

diizeylerini, Gleason skorlanmasina gore iki gruba ayrilarak ( skor degeri 7’den kiiclik olan
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hastalar ve skor degeri 7°den biiyiik olan hastalar) inceledik. istatiksel sonuglar Tablo 4.2.6’da

verilmigtir. Gleason skorlamasina gore iki grup arasinda, normal ve tiimor dokularindaki

ERCC2 ve ERCCS5 gen ifade diizeylerinde herhangi bir farkin olmadigi tespit edildi.

Tablo 4.2.6: Timor ve normal doku 6rneklerinde ERCC2 ve ERCCS genlerinin ifade

degerlerinin gleason skoru degeri ile iligkisi

Normal Doku Timor Dokusu
Gleason Gleason Gleason Gleason Skoru P
Skoru Skoru p Skoru (>7) (n=21)
(<7) (n=29) (>7) (n=21) (<7) (n=29)
ERCC2 | 0.89+0.30 0.73+0.30 0.37 |1.51+0.83 0.65+0.19 0.87
ERCC5 |4.12+1.86 2.35+1.84 0.65 | 7.41+3.68 4.74+1.46 0.60

Veriler ortalama +SE olarak verilmistir
*Mann-Whitney U testi

Calisma grubumuzu olusturan hastalarin timor ve normal orneklerindeki gen ifade

diizeyleri, PIRADS skorlanmasina gore ii¢ gruba ayrilarak ( skor degeri 3 olanlar, skor degeri

4 olanlar ve skor degeri 5 olanlar) incelenmis ve istatiksel sonuglar Tablo 4.2.7°da verilmistir.

PIRADS skorlamasina gorelic grup arasinda, normal ve timor dokularindaki ERCC2 ve

ERCCS5 gen ifade diizeylerinde herhangi bir farkin olmadig tespit edildi.
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Tablo 4.2.7: Tumor ve normal doku 6rneklerinde ERCC2 ve ERCCS5 genlerinin ifade

degerlerinin PIRADS skoru degeri ile iliskisi

Normal Doku Tumor Dokusu
PIRADS PIRADS PIRADS PIRADS PIRADS PIRADS P

Skoru 3 Skoru 4 Skoru 5 P Skoru 3 Skoru 4 Skoru 5

(n=14) (n=17) (n=19) (n=26) (n=10) (n=14)
0.45* 0.32*
ERCC2 | 0.61+0.27 | 0.85+£0.39 | 0.96£0.40 | 0.4500 | 1.94+1.62 | 1.16+0.62 | 0.56+0.14 | 0.3300
0.83¢ 0.79¢
0.19* 0.22*
ERCCS5 | 5.34+£3.53 | 3.01£2.08 | 2.33£1.55 | 0.6100 | 5.62+4.03 | 7.71£5.27 | 5.38+1.61 | 0.1100
0.33¢ 0.93¢

Veriler ortalama =SE olarak verilmistir
Mann-Whitney U testi: * : PIRADS Skoru 3; « : PIRADS Skoru 4; o : PIRADS Skoru 5

Calisma grubumuzu olusturan 50 hastanin yas ile normal ve tiimor dokusundaki gen

ifade diizeyleri arasindaki korelasyon incelenmistir. Yas ile ERCC2 ve ERCCS gen ifade

diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir korelasyon saptanmamistir (p>0.05).

Calisma grubumuzu olusturan hastalarinin PSA diizeyi ile normal ve tiimor timor

dokusundaki gen ifade diizeyleri arasindaki korelasyon incelendi. PSA ile ERCC2 ve ERCCS5

gen ifade diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir korelasyon saptanmadi (p>0.05).
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5. TARTISMA

Kanser, genetik ve cevresel faktorlerin etkilesimi sonucu hiicrelerin kontrolsiiz bir
sekilde biliylime ve yayilmasi ile karakterize edilen bir hastaliktir. Diinya ¢apinda en yaygin
erkek kanser tiirli olan prostat kanseri, erkeklerde en sik goriilen malignitelerden biri olup,
erken teshis ve tedavi yontemlerine ragmen yiiksek mortalite oranlar1 ile 6nemli bir saglik
sorunu olusturmaktadir. Kanser gelisimi, genetik materyaldeki hasarlarin tamirinde rol
oynayan mekanizmalarin bozulmasi ile de iligkili olabilir. DNA hasarlarinin onarilmasinda
kritik bir rol oynayan NER yolaginda yer alan ERCC2 ve ERCCS5 molekiilleri, DNA onarimu,
genetik stabilite ve kanser gelisimi ile dogrudan baglantilidir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar,
bu genlerin ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin kanser patogenezine etkileri lizerine
odaklanmistir. Calismamiz, prostat kanser dokusunda ERCC2 ve ERCCS5 gen
ekspresyonlarinin arastirarak, onlarin hastalik gelisimi ile 1iligskisini ve potansiyel

biyomarkerler olarak kullanilabilirligini aydinlatmaya yonelik bir calismadir.

Calismamizda, ERCC2 gen ifadesi tiimorlii ve normal dokularda benzer seviyelerde
olsa da, timorli dokulardaki gen ifadesinin 2.25 kat arttigi tespit edilmistir. Bu durum,
ERCC2'nin prostat kanser patogenezinde potansiyel bir rol oynayabilecegini
diisiindiirmektedir. ERCC2 proteininin DNA onarimindaki 6nemli rolii ve genetik stabiliteyi
saglama islevi gz oniine alindiginda, prostat kanser hiicrelerinin daha fazla olmasi beklenen
DNA hasarmi onarmak i¢in, bu genin aktivitesini artirmis olabilecegini muhtemeldir. Ancak
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamasi, ERCC2'nin prostat kanserindeki rolii konusunda

daha fazla arastirma yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Prostat kanserinde ERCC2 geninin ekspresyonu {iizerine yapilan herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. ERCC2 polimorfizminin prostat kanser riski ile iligkisini aragtiran
literatiirde birka¢g ¢alisma mevcuttur. Bu ¢alismalarin  birinde  ERCC2 Asp312Asn
polimorfizminin prostat kanserine yatkinlik ile herhangi bir iligkisi tespit edilmemesine
ragmen, mindr alleli homozigot olarak tagiyan hastalarin yiiksek Gleason skoru veya ileri evre
timorlerle daha giicli iligkiler gosterdigi fakat Kklinik olarak agresif ve agresif olmayan

tiimorler arasinda sonuglarin istatistiksel olarak anlamli derecede farkli olmadigi ifade
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edilmistir (37). Benzer sekilde mindr alleli homozigot ve heterezigot tasimanin, prostat
kanser riskini arttirdig1 tespit edilmistir (38, 39). Diger yandan bu polimorfizm ile prostat
kanser rsiki arasinda bir iliski olmadigini gosteren iki ¢alisma da vardir (40,41). Bir meta-
analiz calismasinda da, ERCC2 polimorfizmlerinin prostat kanser riski ile iligskisinin olmadigi
ifade edilmis ise de, bu ¢alismada etnik farkliligin bu iliskinin sonucuna etki eden bir faktor
oldugu ve ERCC2 polimorfizmlerinin Asya popiilasyonunda prostat kanser riskinde artiga yol
actigr vurgulanmistir (48). ERCC2’nin prostat kanseri ile olan iligkisini polimorfizmler
tizerinden degerlendirilen bu g¢alismalar ve bizim calismalarimiz g6z Oniine alindiginda,
calisgmamizda tespit ettigimiz gen ifadesindeki 2.25 katlik artis, ERCC2'nin prostat kanseri

patogenezindeki potansiyel roliinii igsaret etmektedir.

Literatirdeki ERCC2 ekspresyonunun g¢esitli kanser hiicrelerindeki etkisini arastiran
calismalar mevcuttur. Liu ve arkadaglarinin yaptig1 ¢aligmada, kolorektal kanserde ERCC2
ekspresyonunun tiimorlii dokularda belirgin sekilde arttigi gézlemlenmistir (42). Over kanseri
Uzerine yapilan diger bir calismada ise hastalarin tiimor hiicrelerinin in vitro uygulanan ilag
tedavisine verdikleri yanit durumlar1 kiyaslanmis ve yanith ve yanitsiz hiicreler arasinda
ERCC2 ekspresyon seviyelerinin degismedigi tespit edilmistir (43). Zhang ve arkadaslarinin
yaptig1 bir biyoinformatik ¢alismada, ERCC gen ailesinin bir¢ok kanser tiirlerinde hastaligin
prognozu ile yakin iligkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu ¢aligmada, in vitro ERCC2 gen
ekspresyonunun baskilanmasinin mesane kanseri hiicrelerinin g¢ogalmasini, gogiinii ve
invazyonunu Onemli Olclide engelledigini belirtilmistir (44). Van Allen ve arkadaslarinin
caligmasinda, ERCC2 genindeki somatik mutasyonlarn, kas invaziv Urotelyal karsinom
hastalarinda sisplatin tedavisine duyarlilik ile iliskili oldugu bulunmustur (45). Bu
mutasyonlar, DNA onarim mekanizmasin1 bozarak tiimér hiicrelerini DNA hasarina karsi
daha savunmasiz hale getirir ve tedavi etkinligini artirir. Bu bulgular, ERCC2'nin biyomarker

olarak kullanilabilecegi ve terapdtik hedef olma potansiyelinin bulundugunu gostermektedir.

ERCC ailesindeki genetik degisikliklerin meme kanseri ile iligkisini arastiran bir
calismada, meme kanserinde ERCC2’nin en fazla epigenetik degisiklige ugrayan gen oldugu
vurgulanmis ve 7 DMA metilasyon sahasi tespit edilmistir (46). Meme kanser dokusundaki
gen ifadesinin artmis olduguda ve bu durumun metastatik durum ile de iliskili oldugu
bildirilmistir. Ayrica yiiksek ERCC2 seviyesinin endokrin tedaviye olumsuz olarak etki
ettigide tespit edilmistir. Biitiin bu bulgular, ERCC2'nin DNA onarimindaki énemli rolii goz



39

ontine alindigunda ERCC2 gen ifadesinin kanser gelisimi, prognozu ve tedaviye yanitin

belirleyicisi olabilecegini gostermektedir.

Prostat kanserinde ERCC5 gen ifadesinin kanser patogenezindeki rolini anlamak icin
yaptigimiz ¢alismada, ERCCS5 gen ifadesinin tiimdrlii dokularda normal dokuya gore anlaml
sekilde yiiksek oldugunu ve bu ifadenin yaklasik 5.94 kat arttigini1 tespit ettik. Bu bulgu,
ERCC5'in prostat kanser patogenezinde Onemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir.
ERCCS5 geninin yliksek ekspresyonu, DNA onarimi ve hiicresel stresin yonetilmesinde kritik
bir rol istlenebilir ve bu da kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini ve tiimor progresyonunu

destekleyebilir.

Prostat kanserinde ERCC5 geninin 6nemini ortaya koyan, literatiirde sadece bir
calismaya rastlanmistir. Bu ¢alismada prostat kanserinde siklikla heterozigozite kayb1 (LOH)
goriilen 13 numarali kromozomdaki {i¢ bélgeden birinin, ERCCS geninin bulundugu bdlge
oldugu tespit edilmistir. Bu bolgede yapilan mutasyon analizlerinde herhangi bir mutasyona
rastlanmamis olmasi, prostat kanserinin gelisiminde ERCCS5 geninin etkisinin olmadigt
sonucuna varilmasina yol acmistir (47). Bu bulgu degerlendirildiginde, ERCC5 geninin
kanseri baslatic1 bir faktor olmaktan ziyade genomik instabiliteye katkida bulunan, hastalik
prognozuna ve ila¢ yanitlarina etki edebilen bir faktdr oldugu kanist uyandirmaktadir. Bu
yorumu aydinlatabilecek ERCC5 genindeki polimorfizmlerin prostat kanser riski ile olan
iliskisini degerlendiren literatiirdeki ¢alismalar inelendiginde, farkli sonuglar karsimiza

cikmaktadir.

ERCCS5 polimorfizminin prostat kanser riskiyle olan iligkisini inceleyen iki meta-
analiz c¢alismasinda, sonu¢ olarak ERCCS5 polimorfizmlerinin prostat kanseri riskini
etkileyebilecek genetik faktorlerden biri olmadig: bildirilmistir (48, 49). Zayif bir etki sonucu
tespit edilmistir. Diger yandan, prostat kanser goriilme sikliginin yiiksek oldugu Afro-
Amerikan erkeklerinde ERCCS5 polimorfizmi ile iligkili bir ¢alismada, ERCCS5 gen ifadesi
tizerinde etkili bir promotor polimorfizminin (—72C/T) prostat kanser riski ile olan iliskisi
gosterilmigtir (50). Bu polimorfizmde T allelini homozigot olarak tasiyan kisilerin azalmig
prostat kanser riskine sahip oldugu bildirilmis olup, bu varyantin ERCC5 geninin
transkripsiyonun asag1 diizenlenmesinden sorumlu bir GCF transkripsiyonel faktdr baglanma
bolgesini sildigi ve bu durumun ERCCS5 ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir. Bu variant

goriilme sikliginin Asya ve Avrupa popiilasyonunda ¢ok diisiik moldugu vurgulanmistir. Bu
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sonugu bizim sonuglarimizla birlikte degerlendirildiginde, calismamizda tespit etti§imiz
ERCCS5 gen ifadesindeki artig, baslatict bir sebep olmatan ziyade, prostat kanserindeki artmis
DNA hasarlarmma karst bir savunma aract oldugu anlasilmaktadir. ERCCS5 protein

miktarindaki artis, NER stirecinin verimliligini potansiyel olarak etkileyebilir.

ERCCS5 genetik varyantlarinin prostat kanseri disinda diger kanserlerdeki olasi risk
faktor olasiligini degelendiren calismalar da vardir. Shakil Malik ve arkadaglarinin bir
calismasinda, ERCCS5 genindeki genetik varyantlarin meme kanseri riskiyle ilisi tespit
edilmistir (51). Bir diger ¢calismada, ERCC5 gen polimorfizmlerinin mide kanseri metastazi
ve niks riskiyle iliskili oldugu bulunmustur (52). Ayrica, ERCC5 polimorfizmlerinin
karaciger kanseri i¢in potansiyel belirtecler olabilecegini gosteren baska bir calismam da

vardir (53).

Literattrdeki ERCC5 gen ve protein ifade diizeyinin prostat kanseri disinda cesitli
kanser tiplerindeki etkisini arastiran ¢alismalar mevcuttur. Zheng ve arkadaslarinin yaptig1 bir
calismada, hepatoseliiler karsinom (HCC) hastalarinda, ERCC5 protein ifadesi yliksek
bulunmug ve ERCCS ifade diizeyinin prognostik bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi ifade
edilmistir (54). Yiiksek ERCCS5 ekspresyonunun kotii prognoz ile iligkili oldugu saptanmustir.
Ayrica, ERCC5 protein seviyesi ile yas, cinsiyet, hepatit B viriisii enfeksiyonu, karaciger
sirozu, tiimor boyutu, timor trombozu, diferansiyel evre veya tiimor evresi arasinda herhangi

bir iligki tespit edilmemistir.

Italiano ve arkadaslarinin sarkoma hastalarinda yaptiklart bir ¢alismada, timor
dokusundaki ERCC5 gen ifadesinin normal dokulara kiyasla 1.36 oraninda artmis oldugu,
bu artisitn ERCCS genindeki polimorfimz genotiplerine gore degistigi ve bu durumun
hastalarin ilag tedavisine verdikleri yanitt degistirdigi vurgulanmistir (55). Benzer bir
calismada da ERCCS5 genindeki varyantlarin ERCCS gen ifadesini etkileyerek over ve akgiger
kanserli hastalara uygulanan platin bazli tedaviye verilen yanitlarinda Onemli etkiler
olusturdugu vurgulanmistir  (56). Bir baska c¢alismada, ERCC5 gen ifade diizeyinin
yumurtalik kanser tedavisinde 6nemli bir rol oynadigi ifade edilmistir. 13q bolgesindeki LOH
ve bu bolgede yer alan ERCCS5 geninin ifadesindeki diisiisiin, hastalarin platin bazl
kemoterapiye yanitini pozitif yonde etkileyerek daha uzun hastaliksiz hayat siirecine yol agtig

bildirilmistir. Bu nedenle kanser tedavisinde potansiyel bir biyomarker ve terapotik hedef

olarak oOnerilmistir (57). Kolorektal kanserle ilgili yapilan bir calismada da, ERCC5 gen
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ekspresyonunun tiimorlii dokularda yiiksek oldugu ve bu yiiksek ekspresyonun kanser
hiicrelerinin DNA onarim kapasitesini artirarak kanserin ilerlemesini tegvik ettigi bulunmustur
(42). Ayrica ERCCS5 gen ifadesinin ileri timor asamasi ve uzak metastas ile iliskili olduguda

tespit edilmistir.

NER siirecinde farkli islevleri ile rol oynayan ERCC2 ve ERCCS arasindaki
korelasyon analizinde anlamli bir iliski bulunamamistir. Bu bulgu, her iki genin bagimsiz bir
sekilde regiile edilebilecegini diisiindiirmektedir. Sonuglarimiz, over kasnserinde ERCCI1 ile
ERCC2’nin ifade diizeyleri arasindaki iliskisizlik durumun ile uyludur (43). Liu ve
arkadaslar1 kolorektal kanser flizerine yaptiklart calismada, ERCC2 ve ERCCS'in her
ikisininde gen ifadesinin arttigi, ERCC4’iin ise diistigii tespit edilmistir (42).

Calismamizda prostat tiimor dokusunda ERCC2 ve ERCC5 gen ifadelerinin incelemek
icin 50 hasta kullanilmistir. Bu 6rneklem buytikliigii, literatiirdeki bazi ¢alismalara gore daha
bliylik bir O6rneklem sunmaktadir. Literatiirlerdeki farkli sonuglarin nedeni, O6rneklem
biiylikliigli, kullanilan materyalin kaynagi, kullanilan yontemler gibi degiskenlerden
kaynaklanabilecegi gibi farkli evrelerdeki hasta popiilasyonundan ve etnik kokenlerden de

kaynaklanabilir.

Calismamizda, prostat kanser gelisiminde ERCC2 ve ERCC5 gen ifade diizeylerinin
potansiyel rolleri aydinlatilmaya c¢alisilmistir.  ERCC2 ifade diizeyinin timdrlii ve normal
dokular arasindaki farkli olmamas: fakat tiimor dokusundaki ifadesinin 2.25 kat yiiksek
olmast genetik varyasyonlarin ve c¢evresel faktorlerin etkilerinin daha ayrintili inceleme
gerekliligini ortaya koymaktadir. Literatiirdeki veriler de ERCC2'min kanser biyolojisindeki
rolliniin karmasik oldugunu ve farkli kanser tiirlerinde degiskenlik gosterdigini ortaya
koymaktadir. Bu nedenle, ERCC2'nin biyomarker olarak kullanim potansiyeli ve terapotik
hedef olma olasilig1 iizerine daha genis capli calismalara ihtiya¢ vardir. Calismamizda
ERCCS5’in tiimor dokusundaki yliksek ifade diizeyi, diger literatiir verileri ile birlikte
degerlendirildiginde, 6zellikle prognostik bir 6nem arz ettigi anlasilmaktadir. Yiiksek ERCC5
gen ifadesinin, tiimoér progresyonunu hizlandirabilecegi ve terapotik  etkinligi
belirleyebilecegi vurgulamaktadir. ERCC5’in biyomarker olarak kullanimin1 daha ayrintili
arastirmak, kanser tedavisinde kisisellestirilmis yaklasimlar gelistirilmesine katki saglayabilir.
Her iki gen ifadeleri ile hastalarin klinik ve demografik verileri arasinda herhangi bir iliski

tespit edilmemesinin nedeni, Orneklem biyiikliglii olabilir. Bu gibi iliskilendirme
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calismalarinda Ornek sayisinin yiiksek olmasi daha saglikli verilerin elde edilmesini

saglayabilir.

Sonug olarak, ERCC2 ve ERCCS5 prostat kanseri ve diger kanser tiirlerinde onemli
biyolojik rol oynayan genler olarak one ¢ikmaktadir. ERCC2 ve ERCCS5’in biyomarker ve

terapotik hedef olarak kullanimi, kanser tedavisinde 6nemli bir ilerleme saglayabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calisma, prostat kanserinde NER tamir mekanizmasi enzimlerinden ERCC2 ve ERCC5
genlerinin ifade diizeylerini arastirarak, timor ve normal dokular arasindaki farkliliklar

ortaya koymay1 amaglamistir. Yapilan analizler sonucunda su bulgular elde edilmistir:

1. ERCC2 gen ifadesi: Tiimor ve normal dokular arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamakla birlikte (p=0.12), ifade diizeylerinde 2.25 kat artis gézlenmistir.
Bu durum, ERCC2’nin prostat kanserinde tiimor progresyonunda potansiyel olarak rol
oynayabilecegini ancak daha fazla kanita ihtiya¢ duyuldugunu géstermektedir.

2. ERCCS5 gen ifadesi: Tiimor dokularinda normal dokulara kiyasla anlamli bir artis
gozlenmistir (p=0.005) ve bu artis 5.94 kat olarak hesaplanmigtir. Bu bulgu, ERCC5
geninin prostat kanseri patogenezinde daha aktif bir rol oynayabilecegini
diisiiniilmesine yol agmustir.

3. Klinik parametreler: Sigara kullanimi, diyabet, hipertansiyon, nodiill mevcudiyeti,
Gleason ve PIRADS skorlart gibi klinik faktorlerin ERCC2 ve ERCCS5 gen ifadeleri
tizerinde anlaml bir etkisi bulunmamistir. Bu durum, bu genlerin ifade diizeylerinin
daha spesifik biyolojik mekanizmalarla diizenlenebilecegini diigiiniilmektedir.

4. Korelasyon: ERCC2 ve ERCC5 gen ifadeleri arasinda anlamli bir korelasyon
bulunamamaistir. Bu bulgu, bu iki genin prostat kanserindeki rolleri arasinda bagimsiz

bir islevsellik olabilecegini isaret etmektedir.
Oneriler:

1. Biiyik Orneklem biyiikliklii ¢alismalar: ERCC2 ve ERCC5 genlerinin prostat
kanserindeki rollerini daha iyi anlamak igin daha blyuk orneklem biytklukli, cok
merkezli caligmalar yiiriitiilmelidir.

2. Fonksiyonel analizler: Bu genlerin prostat kanseri progresyonundaki rollerini
aciklayabilmek icin, ERCC2 ve ERCCS5 genlerinin ekspresyonunun fonksiyonel

etkilerini arastiran in vitro ve in vivo ¢alismalar gergeklestirilmelidir.
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3. Tedavi hedefleri: ERCCS geninde gdzlenen anlamli artig, bu geni hedefleyen yeni
tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in bir baslangic noktasi sunabilir. Bu nedenle,
ERCCS5’in prostat kanseri tedavisindeki potansiyel kullanim alanlar1 arastirilmalidir.

4. Biyobelirteg gelistirme: ERCC5 gen ekspresyonundaki artisin, prostat kanserinin
erken tan1 ve prognostik degerlendirmesinde bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilirligi
incelenmelidir.

5. Epigenetik mekanizmalar: ERCC2 ve ERCCS5 genlerinin ifade diizeylerini diizenleyen
epigenetik mekanizmalar1 inceleyen caligmalar, bu genlerin ekspresyonundaki artisin

temel nedenlerini agiga ¢ikarabilir.
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Arastirmanin ad: Prostat Kanserinde NER Tamir Mekanizmasi Enzim ifade Degisimlerinin
Incelenmesi

Kabul etmeniz halinde katilacaginiz bu calisma bir arastirmadir. Arastirmanin amaci, Prostat
kanserinde BER tamir mekanizmasi ile ilgili ERCC2 ve ERCCS genlerinin ifade dtizeylerinin
prostat kanser dokusunda incelenmesi ve bu genlerin ifade duzeylerini birbirleriyle ve
hastalarin klinik verileri ile iliskilendirmektir.

Calismanin siresi 14 ay olarak planlanmis olup, calisma 50 Prostat kanser hastasinin normal
ve timorli doku orneklerinde gerceklestirilecektir. Prostat kanseri varliginin arastirmasi amaci
ile Uroloji uzmani tarafindan size uygulanan biyopsi érneklerinde calisma gerceklestirilecektir.
Sizden bunun icin ayrn bir érnek alinmayacaktir. Biyopsi islemi (Tru-Cut biyopsi) ile alinan ve
patoloji degerlendirmesi ile uygunlugu teyit edilmis olan érnekler ¢alismaya dahil edilecektir.

Calismada, calismaya katilan hastalara mevcut tanilan ile ilgili herhangi bir tedavi
uygulanmayacaktir. Bu konu ile ilgili herhangi bir risk durumu s6z konusu degildir.

Calismada arastirilacak gen ifade dizeyleri, normal ve tumor dokularinda arastirilacak
proteinleri kodlayan mRNA'larin miktar tayini ile tespit edilecektir.

Prostat doku 6rnegi alma sirecinden sonra calismaya katilan bireylerde tespit edilebilecek ve
calismanin sonuclarina etki edebilecek herhangi bir olumsuz durum s6z konusu olursa, bu
kisiler calismadan cikartilabilecektir.

Gonulla olarak sizin arastirma lzerinde herhangi bir sorumlulugunuz bulunmamaktadir.
Arastirma boyunca sizden maddi katki talebi olmayacaktir. Sizin icin herhangi bir rahatsizlik
veya risk olusturmayacak bu calisma, kisa donemde size fayda saglamayacaktir. Ancak uzun
dénemde hastaligin gelisiminin daha iyi anlasilabilmesi ve alternatif tedavi gelistirebilmek igin
¢calisma 6nemlidir.

Arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize bagli olup arastirmada yer almayi
reddedebilirsiniz. Reddetmeniz halinde yarariniza engel ya da cezai bir durum ortaya
¢tkmayacaktir.

izleyiciler, yoklama yapan kisiler, etik kurul, kurum ve diger ilgili saglik otoritelerinin
gondllinin orijinal tibbi kayitlarina dogrudan ulasabilecektir, ancak bu bilgilerin gizli
tutulacaktir.

Siz veya yasal temsilciniz bilgilendirmis olur formu imzalamakla bunu kabul etmis olacaksiniz.
Ayrica kimliginizi ortaya koyacak kayitlar da gizli tutulacaktir. Arastirma sirasinda sizi
ilgilendirecek bir bilgi s6z konusu oldugunda siz veya yasal temsilcinize derhal haber
verilecektir. Arastirma hakkinda ek bilgiye 0212 414 30 00- i¢ Hat 68010 (Prof. Dr. Mehmet
Guven) telefon numarasindan ulasabilirsiniz.
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Bilgilendirilmis gondlli olur formundaki tim aciklamalari okudum. Bana yukarnda konusu ve
amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozli agiklama asagida adi belirtilen arastirmaci
tarafindan yapildi. Arastirmaya gonilli olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya
gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum.

SOz konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katiimay: kabul
ediyorum.

Hasta ad, soyadi imza Tarih

Aciklama yapan arastirmaci adi, soyadi Imza Tarih
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7% Genel Benzerlik

Her verl taban igin ¢akisan kaynaklar da dahil tim eslesmelerin kombine toplami,

Rapordan Filtrelenen

» Bibliyografya

* Alinulanan Metin

Harig tutulacaklar
» 1 Cikarilan Kaynak
» 25 Cikarilan Eslesme

On Siradaki Kaynaklar

4% @ Internet kaynaklan
3% W Yayinlar

2% & Gonderilen calismalar (Ogrenci Makaleleri)

Butiinlik Bayraklari

inceleme igin 0 Batanlik Bayrag
Sistemimizin algoritmalan bir belgede, onu normal bir gonderiden ayirabilecek her
Herhangl bir supheli metin manipulasyonu belirlenmedi. turld tutarsizhi§t derinlemesine inceler. Tuhaf bir sey fark edersek incelemeniz igin
bayrak ekleriz.

Bir Bayrak mutlaka bir sorun oldugunu gostermez. Ancak daha fazia Inceleme igin
dikkatinizi vermenizi oneririz.
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KURUM IiZNi YAZILARI

Uyari: Canli ve cansiz deneklerle yapilan tiim caligmalar i¢in kurum izin belgelerinin
eklenmesi zorunludur. Gizlilik ve mahremiyet iceren durumlarda kurum adi kapatilmahdir.

0  Kurum izni gerekmektedir.

X  Kurum izni gerekmemektedir.

Adila ABDULLA





