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OZET

Durak, S. (2018). Mide Kanserlerindq D Vitar}_lini Diizeyi ile D Vitamini Yolaginda
Kritik Polimorfizmlerin Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Molekiiler Tip Anabilim Dali. Yiiksek Lisans. Istanbul.

Mide kanseri diinya genelinde yaygin goriilen ve yiiksek moralite oranina sahip olan bir
hastaliktir. D vitaminin hiicre igerisindeki bir¢ok biyolojik fonksiyonundan dolayi, D
vitamininin serum diizeyi ve D vitamini yolaginda bulunan polimorfizmler farkli kanser
tiiriinde ve kronik hastaliklarda aragtirilmaktadir.

Calismamizda mide kanseri hastalarinda D vitamini seviyeleri ile VDR geni Fokl
1s:2228570 ve Taql rs:731236, VDBP geni rs:7041 polimorfizmlerinin sonuglarini
klinik parametrelerle degerlendirdik ve sonuglarin mide kanseri gelisimindeki roliinii
belirlemeyi amacladik.

Caligmada, serum D vitamini diizeyleri yliksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
yontemi ile 6l¢iilmiistiir. VDR geni Fokl rs:2228570 ve Taql rs:731236, VDBP geni
rs:7041 polimorfizmleri, polimeraz zincir reaksiyonu - restriksiyon fragman uzunluk
polimorfizmi (PZR-RFLP) yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Calismamizda VDR Tagql rs: 731236 genotip ve allel dagilimlari ileri evre (tiimdr evresi
III/IV) hastalarinda TT, Tt ve tt genotip frekanslart %17.1, %43.9, %39.0, erken
evredeki hastalarda homozigot mutant genotipe rastlanmamisken, TT ve Tt genotip
frekanlar1 ise esit oranda bulunmus olup, erken evreli TT genotipine sahip hastalarin
frekansinin geg¢ evredeki hastalara gore yiliksek oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte
VDBP geni rs: 7041 polimorfizminin T alleli erkeklerde (%66.7) kadinlara (%43.8)
gore daha yliksek olup istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Sonug olarak, mide kanserinde inceledigimiz VDR rs: 731236 ve rs: 2228570, VDBP
rs: 7041 polimorfizmleri ile 25(OH)D seviyesi arasinda bir iliski bulunmamis olup
iilkemizde yapilan ilk calisma olmasi ve literatiirde mide kanseri ile D vitamini
arasindaki iliskiyi inceleyen az sayida yaym bulunmasi sebebiyle konu ile ilgili
yapilacak ¢aligmalara katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Mide kanseri, VDR, VDBP, D vitamini, Kanser, Polimorfizm.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2018- 29205



XV

ABSTRACT

Durak, S. (2018). The Association Between Serum Vitamin D Levels or Critical
Polymorphisms of Vitamin D Metabolism and Gastric Cancer. Istanbul University,
Institute of Health Science, Department of Molecular Medicine. Master’s of Science
Thesis. Istanbul.

Gastric cancer is a common worldwide disease with a high rate of morality. Due to
many biological cell functions of vitamin D, serum levels of vitamin D and
polymorphisms in vitamin D pathway are being investigated in different types of cancer
and in chronic diseases.

In our study, we evaluated the results of polymorphisms of VDR gene FokI rs: 2228570
and Taql rs: 731236, VDBP gene rs: 7041 polymorhisms, and vitamin D levels in
gastric cancer patients in accordance with clinical parameters, and aimed to determine
the role of the results in the development of gastric cancer.

In the present study, serum vitamin D levels were measured by high pressure liquid
chromatography (HPLC). VDR gene Fokl rs: 2228570 and Tagql rs: 731236 and VDBP
gene rs: 7041 variants were genotyped by using Polymerase Chain Reaction -
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR - RFLP) method.

The frequency of VDR Tagql rs: 731236 TT, Tt and tt genotypes in advanced stage
(tumor stage IIl / IV) patients were 17.1%, 43.9%, 39.0%. However, although no
homozygous mutant genotypes were found in early stage patients, TT and Tt genotype
frequency was in equibilibrium, and early-stage TT genotype was found to be higher
than that in late-stage patients. On the other hand, VDBP rs: 7041 T allele was
significantly higher in male patients (66.7%) than female patients (43.8%).

In conclusion, the present study was prior in Turkish population which evaluates the
distribution of critical polymorhisms of the genes of vitamin D metabolism in gastric
cancer and will contribute to literature in this manner.

Key Words: Gastric Cancer, VDR, VDBP, Vitamin D, Polymorphism

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: TYL-2018- 29205.



1. GIRIS VE AMAC

Mide kanseri diinya genelinde en yaygin dordiincii kanser tiirii olup, ikinci
sirada mortalite oranina sahiptir (1). Hastalik patogenezinin tam olarak anlagilamamasi
ve erken teshis edilememesi gibi sebepler nedeniyle giiniimiizde halen tedavi edilmesi
zor olan hastaliklar icinde yer alan mide kanserlerinde, bes yillik sag kalim orani
%30’dan azdir (2). Risk faktorleri arasinda beslenme, sigara/alkol kullanimi, obezite,
radyasyon, sedenter yasam gibi klasik c¢evresel ve yasam tarzi faktorlerinin yaninda
Helicobakter pylori enfeksiyonu, pernifer anemi ve kismi gastroktemi gibi diger
etkenler de bulunmaktadir (3). Bununla beraber, D vitamini eksikliginin mide
adenokarsinomlarda kotii prognozla iligkili oldugunu ve serum diizeyinde artan D
vitaminin mide kanser riskini azalttigin1 ortaya koyan ¢aligmalar vardir (4).

D vitamininin kalsiyum ve kemik homeostazinin korunmasinda 6nemli bir rol
oynadig1 ve viicutta cesitli biyolojik siireclere katildig1 bilinmektedir (5). 1980'li yillarin
baslarinda, ultraviyole-B (UVB) — D Vitamini - kanser hipotezi ilk olarak Garland
tarafindan ortaya atilmig ve D vitamininin kolon kanser gelisimine karsi koruyucu bir
faktor oldugu gosterilmistir (6). Sonraki ¢alismalarda, D vitamini eksikliginin hiicre
dongiisiinii, profilerasyonunu, anjiyogenezi ve molekiiler sinyalizasyonu inhibe ederek
tiimorijenik aktiviteyi ortadan kaldirabilecegi ileri siiriilmiistiir (7). Giincel bir
calismada ise D vitamininin maling mide timor hiicrelerini apoptozise gotiirdiigii
gosterilmistir (4). D vitamini etkilerini spesifik reseptorii olan D Vitamini Reseptorii
(VDR) ile gostermektedir. Yapilan c¢alismalar, D vitamini ile VDR etkilesiminin
proliferasyonun bastirilmasi, apoptozis ve otofajinin uyarilmasi, anjiyogenezin inhibe
edilmesi ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesi gibi anti-tiimor mekanizmalar igin
gerekli olan gen regiilasyonunu ve hiicre sinyalizasyonunu indiikleyebilegini
gostermistir (8-10).

Epidemiyolojik kanitlar, kanser riskinde D vitamini ve VDR polimorfizmlerinin
roliinii desteklemektedir. VDR ile beraber, D vitamininin biyolojik etkilerine, D
vitamini metabolizmasinda anahtar bir protein olan D Vitamini Baglayic1 Protein
(VDBP)’de aracilik eder. Bunun yaninda, VDBP'yi kodlayan genin D vitamini

yolaginda 6nemli bir role sahip oldugu ve kanser gelisiminde rol oynadig1 gosterilmistir

(11).



Literatiirde, mide kanseri olgularinda D vitamini ve metabolitleriyle ilgili yeterli
calisma bulunmamaktadir. Calismamizda, Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Dahili
Bilimler Anabilim Dali ve Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi
Kliniginde mide kanseri tanist konmus 77 hasta ile 84 saglikli bireyden olugan kontrol
grubunda D vitamini seviyeleri ile VDR FoklI rs:2228570, VDR Taql rs:731236, VDBP
r5:7041 polimorfizmlerinin dagilimi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar, klinik
parametrelerle karsilastirilmis ve mide kanseri gelisimine katkilar1 degerlendirilmistir.

Sonug olarak ¢alismamiz, D vitamini diizeyi ile D vitamini yolaginda yer alan
kritik varyantlarin mide kanseri patogenezindeki etkileri hakkinda literature katki
saglayacaktir. Ayrica, mide kanserinin erken teshisi agisindan prognostik faktor olarak
veya proflaktik tedavi yaklagimlari agisindan anlamli sonuglar elde edilmesi ile 6nemli

bir adim atilmig olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser somatik hiicrelerde goriilen genetik bir hastaliktir ve diinya iizerinde
onde gelen Olim nedenlerinden biridir (12). Amerika Kanser Dernegi tarafindan
2018'de Amerika Birlesik Devletleri'nde 1.735.350 yeni kanser vakast ve 609.640
kanser kaynakli oliimiiniin meydana gelecegi tahmin edilmektedir. Gegtigimiz on yil
boyunca kanser insidanst orani, kadinlarda stabil iken erkeklerde %2 oraninda
azalmistir. Kanser Oliim oranlarinda ise kadinlarda ve erkeklerde %2 azalma

goriilmiistiir (13).

Tiimdrgenezise neden olan 3 tip gen degisikligi vardir: onkogenler, timor
baskilayic1 genler ve stabilite genleri. Bu genlerin mutasyonu hiicre metabolizmasini
hem dogrudan hem de dolayli olarak etkileyebilmektedir (14). Ozellikle
protoonkogenler ve tiimor suppresor genlerde meydana gelen mutasyonlar, apoptozdan
kagis ve DNA tamir mekanizmalarinin inaktivasyonuna neden olarak kanser gelisimine
sebep olmaktadir. Hanahan ve ark. (2011) yapmis oldugu calismalarda, kanser

hiicrelerini saglikli hiicrelerden ayiran bazi 6zellikler tanimlamistir (Sekil 2.1) (15);
1. Proliferatif sinyalizasyonun siirekliligi
2. Biiyiime baskilayici sinyallerden kaginma
3. Apoptozdan kagis
4. Sinirsiz replikasyon
5. Anjiyogenesiz’de siireklilik
6. Invazyon ve metastatik aktivasyon
7. Genomik kararsizlik
8. Tilimdr-promotor inflamasyonu
9. Enerji metabolizmasini yeniden programlamak
10. Immiin yikimindan kagis

Saglikli hiicrelerin proliferasyonu igin, ¢esitli transmembran reseptorler

(bliyiime faktorli reseptorii gibi) tarafindan hiicre i¢ine mitojenik bilyiime sinyallerinin



gonderilmesi gerekmektedir. Kanserli hiicreler ise herhangi bir sinyalizasyona ihtiya¢
olmadan kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalabilirler. Hanahan ve ark. (2000) hiicre kiiltiiriiyle
yapilan bir ¢aligmada normal hiicrelere verilen biiylime faktorlerinin hiicre biiyiimesi ve
gelismesindeki yolaklar1 indiikledigi gosterilmistir. Bu durum tiimor hiicrelerinin
biiylime faktorlerinden ve doku mikrogevresindeki sinyallerden bagimsiz davrandigini
gosterir (16). Timor baskilayict genler apoptozu indiikleyerek kanser hiicresinin
cogalmasin1 ve biiyiimesini inhibe eder. Kanserli hiicreler bu genlerin inaktivasyonunu

saglayarak tiimor baskilayici genlerden kaginirlar (17).

Kanser gelisiminde epigenetik mekanizmalar da dnemli rol oynamaktadir. DNA
dizisinde herhangi bir degisim olmadan gen ifadesinde meydana gelen degisimler
‘epigenetik degisimler’ olarak adlandirilmaktadir. En yaygin arastirma yapilan
epigenetik mekanizmalar; DNA metilasyonu ve histon modifikasyonudur. DNA
metilasyonu, genellikle CpG adaciklarinda meydana gelir. S-adenozilmetiyonin’deki
(SAM) bir metil grubunun (CH3) sitozin (cytosin, C) niikleotidine kovalent baglanip
metilsitozin olusturmasiyla gergeklesir. Genlerin promotor bdolgelerinde ve tiimor
baskilayic1 genlerde meydana gelen bu metilasyonlar genleri susturarak kanser
gelisimine neden olmaktadir. Histon modifikasyonlari ise kromatinin konformasyonunu

degistirerek proteinlerin DNA’ya baglanmasini modiile etmektedir (18-20).



Proliferatif Bilyiime
sinyalizasyonun baskilayicilardan -

immiin
yikimdan

enerjinin

deregiilasyonu kagls
Hiicresel
dliimsiizlik
Genomik Tiimér
kararsizhk destekleyici
Ve mutasyon inflamasyon
Anjiyogenezin invasyon ve Segici anti-
tetiklenmesi metastazin inflamatuar ilaglar

aktivasi'onu

Sekil 2-1: Kanser hiicrelerinin o6zellikleri ve tedavi yaklasimlar (15). EGFR: Epidermal
biiyiime faktorii reseptorii; CTLA4: Sitotoik T lenfosit iliskili antijen 4; HGF/c-MET:
Hepatosit bilyiime faktorii/ reseptorii; VEGF: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii;
PRAP: Poli ADP-riboz polimeraz.

2.2. Mide Kanseri

Yirminci ylizyilin ikinci yarisinda, mide kanseri insidansi ve mortalitesinde
diinya genelinde diisiis gézlenmektedir (21). Buna ragmen mide kanseri diinya ¢apinda
en yaygin dordiincii kanser ve kansere bagl 6liimlerde ikinci sirada yer almaktadir. Her
yil 950.000°den fazla yeni tan1 konmakta ve 720.000 hasta mide kanseri nedeniyle
Olmektedir (22).

Yeni vakalarin %50’den fazlast gelismekte olan iilkelerde meydana gelmektedir.
Mide tiimdrlerinin goériilme siklig1 siyahi populasyonlar, diisiik sosyoekonomik gruplar
ve gelismekte olan iilkelerde daha yliksektir. Tiim diinyada tiitiin kullanimi, fiziksel
hareketsizlik, asir1 kilo gibi kotii yasam tarzi yayginlagmaktadir (23). Diinya genelinde

80-60 yas arasindaki bireylerde, her otuz alti erkekten birinde ve her seksen dort



kadindan birinde mide kanseri goriilmektedir (24, 25). Mide kanser vakalarinda
erkeklerin, Japonya'da (%66,7) ve Kore'de (%64,6) goriillme siklig Iran'daki en yiiksek
oranin iki katidir (%30,4). Kadinlarda, Japonya ve Kore'deki insidans oranlari Ekvator
ve Kosta Rika'daki en yiiksek oranlardan %60 daha yiiksektir (26). Tiirkiye’de 2014’te
yayinlanan raporda, mide kanser insidansi yaga gore erkeklerde %14,3 ile en sik goriilen
besinci kanser tiirii, kadinlarda ise %6,5 ile altinci sirada yer almaktadir (27). Biitiin
bunlar bize cografik varyasyonlarin mide kanseri insidasinda biiyiik bir rol oynadigini
gostermektedir.

Son elli yilda mide kanseri insidansinda diisiisler géze ¢arpmaktadir. Bu diisiis
ozellikle sporadik ve intestinal mide kanserleri olan gen¢ hastalarda analiz edilmistir
(28, 29). Ayrica distal mide tiimor insidansi azalirken, proksimal midedeki (kardiya ve
gastroozofajiyal) tiimorlerde artig saptanmistir (24). Genel insidanstaki diislis nedeni;
yeterli miktarda taze meyve ve sebze tiketimi, H. pylori enfeksiyonunun
engellenebilmesi, gidalarin daha iyi sartlarda korunmasi ve tuz aliminin azaltilmasi gibi

faktorler ile agiklanabilir (30).

2.3. Mide Kanseri ve Risk Faktorleri

Diinya iizerindeki mide kanseri dagiliminda cografi ve etnik farkliliklarin rolii
biiyiiktiir (31). Mide kanseri ¢evresel faktorlerin ve spesifik genlerdeki degisimlerle
iligkili bulunmustur. Baslica etiyolojik faktorler; Helicobakter pylori enfeksiyonu,
epstein barr virlisii, sigara ve alkol tiikketimi, radyasyon, pernisiy0z anemi, genetik

faktorler ve beslenme.

2.3.1. Helicobakter pylori enfeksiyonu

Diinya iizerindeki popiilasyonda H. pylori enfeksiyonu yaklasik %60
civarindadir, fakat bu oranin mide kanseri hastalarinda %84’lere ulagtig1 goriilmiistiir.
Marshal ve Warren (1983) H. pylori ve gastrit arasindaki iliskiyi gostermislerdir (32).
H. Pylori enfeksiyonu olan hastalarda atrofik gastrit gelisebilir, bunu takiben intestinal
metaplazisi sonrasinda displazi ve adenokarsinoma olusmaktadir. H. pylori enfeksiyonu
sporadik distal mide kanserin en 6nemli nedenidir. H. pylori enfeksiyonun neden oldugu

inflamasyon nedeniyle hiicre proliferasyonu, apoptozis ve tiimor baskilayici genlerinde



degisiklikler ve bazi epigenetik mekanizmalarda modifikasyonlar meydana gelebilir ve
bu da inflamasyona bagli onkojenezise yol agabilir (33). Uzun vadede H. pylori
enfeksiyonu mide iltihabi, persinisiydz anemi, intestinal metaplazi ve devaminda mide
polibi olusturabilir. Niikleer faktor-kappa B (nuclear factor-kappa B, NFkB) ve
Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii ( Vascular endothelial growth factor, VEGF) gibi
faktorleri de upregiile eder (34, 35). Enfeksiyon nedeniyle agiga ¢ikan serbest radikaller
oksidatif strese ve dolayisiyla DNA hasar1 ile tamir mekanizmalarinin bozulmasina
neden olur (36). Askorbik asit bir antioksidandir, hiicreyi DNA hasarindan koruyan
antikanserojenik etki mekanizmasina sahiptir. H. pylori enfeksiyonu goriilen hastalarin
serumlar1 incelendiginde askorbik asit diizeylerinde azalma, tedavi sonrasinda ise serum

diizeylerinde artis gbzlenmistir (37, 38).

2.3.2. Epstein-Barr viriisii (EBV)

1992-1998 yillar1 arasinda Asya, Avrupa ve Amerika’da toplam 15.592 mide
kanseri i¢eren ¢alismada EBV analiz edilmis, mide kanserlerinin %8,7’sinde, kadinlarin
%5,2’sinde ve erkeklerin %11,1’inde EBV virlisi bulunmustur (39). EBV mide
karsinojenezisinde rol oynayan bir herpes viriistidiir. Yapilan ¢aligmalarda, karsinoma
biyopsilerindeki EBV’nin enfekte olmus bir hiicrede proliferasyonu etkileyerek tiimor

olusumuna neden oldugu gosterilmistir (40).

2.3.3. Sigara ve Alkol Tiiketimi

Avrupa Kanser ve Beslenme Projesine yonelik potansiyel arastirmalarda, sigara
kullanim1 ile mide kanseri riski arasinda anlamli bir iliski oldugu saptanmistir (41).

Alkol tiiketimi de mide kanserlerinde risk faktorlerindendir. Yapilan
caligmalarda alkol kullanim1 ve mide kardiya kanseri arasinda iligki tespit edilmistir
(42). Yakin zamanda yapilan bir meta-analizde 34.500 mide kanseri iceren 44 vaka-
kontrol ve 15 kohort caligmasi artan alkol tiiketiminin mide kanserlerinde risk

olusturdugunu gdstermistir (43).



2.3.4. Radyasyon

Mide kanseri etiyolojisinde iyonize edici radyasyonun roliine iliskin en iyi kanat,
Hirosima ve Nagazaki’de atom bombasi saldirilarindan hayatta kalan insanlarla yapilan
caligmalardir. Yapilan arastirmalarda doza bagli olarak radyasyona maruz kalan

bireylerde mide kanseri riskinin iki ile dort kat arasinda arttig1 tespit edilmistir (44).

2.3.5. Pernisiy6z Anemi

Pernisiy6z anemi ve mide kanseri arasindaki iligki uzun zamandir bilinmektedir.
Bu konuda yapilan en yeni ve en biiyiik kohort ¢alismasinda 20 yila kadar takip edilen
4.517 pernisiy0z anemi hastasinin mide kanseri riskinde ii¢ kat artis gozlemlemistir

(44).

2.3.6. Genetik Faktorler

Mocellin ve ark. (2015) yapmis oldugu biiyiik bir meta-analizde sporadik mide
kanserlerinde genetik duyarlilik hakkinda kapsamli bir bakis saglamistir. On bir
varyant, farkli mide kanser alt gruplarinda (diffiiz, intestinal, kardiya, non-kardiya)
(MUCI, MTX1, PSCA, PRKAAI, PLCE1, TGFBR2, PKLR, GSTP1, CASPS8 ve TNF)
mide kanseri riskiyle 6nemli derecede iliskilidir (45).

Tiimor baskilayici genlerin (p53, APC, RB1, pl6, MHL1, MSH6 ve RUNX1
gibi) mutasyonu sonucu inaktivasyonu, bazi onkogenler (siklin D1, c-met, o ve B
katenin, CDH1) ile biiylime faktorlerinin (TGF, EGF, erb-B2) fazla ekspre olmasi mide
kanserlerinin gelisimine neden olmaktadir (46, 47).

Mide kanseri vakalarinin yaklasik %10'n aileler icinde toplanmaktadir.
Kalitimsal vakalarin tiim mide kanserinin %1-3"iinii olusturdugu diisiiniilmektedir. Mide
kanseri insidansinin diisiik oldugu {ilkelerde ve bdlgelerde, ailesel vakalarin cogu,
dogumdan kaynaklanan riski artan kalitimsal patojenik mutasyonlara bagli olabilir.
Adezyon proteini olan E cadherin 1 proteini (CDHI1)'deki mutasyonlar, kalitsal diffiiz
mide kanserinden etkilenen ailelerin %40'inda (48), sporadik diffiiz mide kanserlerinin
%40-83’linde bulunmustur (49). a e-catenin (CTNNA1)'deki mutasyonlar da kalitsal

diffiiz mide kanserininin genetik bir nedeni olarak tanimlanmistir (48). Sporadik mide



kanserlerinde genetik kararsizlik, MHL1 geninin promotor bdlgesindeki bir epigenetik
degisiklikten kaynaklanir (50).

Lynch sendromlu aileler arasinda mide kanseri insidansin arttig1 tespit
edilmigstir. Aarnio ve ark. (1997) tarafindan yapilan bir calismada MLH1, MSH2 veya
MSH6'da germ hatt1 mutasyonlar: tagiyan Lynch sendromlu ailelerin yaklagik %11'inde
mide kanseri goriilme siklig1 ortaya ¢ikmistir (51). Ailesel Adenomat6z Polipozis (FAP)
ve Li Fraumeni Sendromu da adenomatdz poliplerin gelismesi ile 6nemli dlgtide iliskili
bir durumdur. Bununla birlikte, FAP'li hastalar, 5q21 kromozomunda yer alan timor
baskilayici gen olan adenomatdz polipozis koli (APC) 'de germ hattt mutasyonu tagirlar

(52).

2.3.7. Beslenme

Meyve ve sebzeler; C vitamini, folat, karotenoidler ve fitokimyasallar
bakimindan zengindir ve mide karsinojenez siirecinde koruyucu bir role sahiptir.
Ksenobiyotik-metabolize edici enzimlerin mide kanseri riskini azaltic1 etkileri oldugu
diistiniilmektedir (53). Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (ICRA) tarafindan
hazirlanan raporda fazla meyve ve sebze tiikketiminin mide kanseri riskini azalttigi
belirtilmistir (54). Kaliteli meyve ve sebzelerin yetersiz tiikketilmesi; tuzlarin, nitratlarin
ve salamura benzeri yiyeceklerin ise yiiksek miktarda tiiketilmesi, ayrica sigara ve alkol
kullanimi1, mide kanseri riskinin artmasiyla iligkilendirilmistir (33). Fazla miktardaki tuz
ve tuzla korunmus gida alimi mide mukozasinin yapisin1 bozarak mide kanseri riskini
arttirmaktadir (55). Diyetik nitritler, nitrojen iceren bakteriler tarafindan iiretilen N-
nitroza bilesiklerinin kaynagidir. H. pylori ile enfekte olmus midelerde bu tiir bakteriler
daha fazla bulunabilir (56). Tuzlu gidalarin mide mukozasina neden oldugu hasar H.
Pylori enfeksiyonu ile kalici hale gelmektedir. Japonya’da profilaktik olarak mide
kanseri oranlarindaki diisiis, balig1 tuzla koruma yonteminin azaltilmasi ile saglanmistir
(57).

Obezite, mide kanserleri i¢in bir risk faktoriidiir. Yapilan arastirmalarda artan
viicut-kitle indeksinin, kalorili ve gliserik beslenmenin gastrik kardia adenokarsinomlari

ve distal 6zefagus adenokarsinomlart i¢in bir risk faktorii oldugu gosterilmistir (58).
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2.4. Mide Kanserinin siniflandirma ve evrelemesi

Mide karsinomlarinda patoloji, histoloji, morfoloji ozelliklerine goére ayrica
lokalizasyon, invazyon ve diferansiyanyon durumu acisindan c¢ok  ¢esitli
siniflandirmalar mevcuttur (Tablo 2-1) (59).

Mide kanserlerinin biiylik ¢ogunlugu (%95) adenokarsinomudur, ancak
molekiiler patogenez, histogenez, biliylime ve hiicre farklilagmasi bakimindan oldukga
heterojendir. 1926’da Borrmann morfolojik 6zelliklere gore mide kanserlerini 4 sinifa
ayrrmustir. Bunlar: Tip 1 (polipoid), Tip 2 (fungiform), Tip 3 (iilsere infiltran) ve Tip 4
(diffiiz infiltran). Glinlimiizde histopatolojik siniflandirmada en ¢ok Lauren ve WHO
(Diinya Saglik Orgiitii) semalar1 kullamilir (60, 61).

Lauren adenokarsinomlari; intestinal ve diffiiz tip olmak tizere iki kategoriye
ayrrmustir. Intestinal tip mide kanserleri, genellikle iilserlesen bez benzeri yapilar
olusturan koheziv neoplastik hiicrelerden meydana gelir. Erkek ve yash bireylerde daha
fazla goriiltir. Diffuz tip ise hiicre kohezyonunun olmadigi, ayri bir kitle olugturmadan
hiicre duvarinin kalinlasmas1 ve infiltrasyonu ile meydana gelir. Bu tip
adenokarsinomlar geng bireylerde daha sik gériiliir (60). Diinya Saghik Orgiitii niin
(WHO) yapmis oldugu siniflandirma baskin olarak morfolojik, daha az histolojik
ozelliklere dayanir (62).

WHO, 2010 yilinda yapmis oldugu siiflamada mide kanserlerini 5 alt gruba
ayirmistir. Bunlar; adenokarsinom, skuamdz hiicreli karsinom, indiferansiye karsinom,
kiicik hiicreli karsinom ve adenoskuamoéz karsinomdur. Adenokarsinomlarda
farklilagsma derecesine gore 5 alt gruba ayrilirlar. Bunlar; papiller, miisindz, tiibiiller,

taglt yiiziik hiicreli ve diger karsinomlardir (63, 64).



Tablo 2-1: Mide kanseri siniflandirmasi.

Borrmann Smiflamast 1926

(morfolojik 6zelliklere gore)

Tip 1 (Polipoid)

Tip 2 (Fungiform)

Tip 3 (Ulsere)

Tip 4 (Infiltratif)
Lauren Smiflandirmasi 1965 | Diffiiz
(histolojik 6zelliklerine gore) | intestinal

Invazyon  derinligine  gore

siniflandirma

Erken gastrik karsinom

Geg gastrik karsinom

Differansiyon derecesine gore

siniflandirma

Iyi diferansiye

Orta diferransiye

[lerlemis differansiye

Timor  yerlesimine  gore | Proksimal
siniflandirma Distal
Adenokarsinom
e Papiller

WHO siiflandirmasi 2010

e Miisindz

e Tibiiller

e Tagh yiiziik hiicreli

e Diger karsinomlar

Skuamoz hicreli karsinom

Indiferansiye karsinom

Kiigtik hiicreli karsinom

Adenoskuamoz karsinom

11
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2.5. D Vitamini’nin Kaynak ve Metabolizmasi

D vitamini yagda eriyen vitaminler sinifinda yer alan steroid bir hormondur (65). 27
karbonlu ve 4 halkadan olusan bir birlesiktir. A, C, D halkalar1 doymus karbon atomlar1
icerir. B halkasinin 5-6 ve 7-8 karbon atomlar1 arasindaki ¢ift bag bulunur ve 9-10
karbon atomu arasindaki zincir agilmistir (66). D vitaminin en az 10 formu bulunmasina
ragmen insan sagligi i¢cin 6nemli iki formu; D, vitamini (ergokalsiferol) ve D3 vitamini
(kolekalsiferol)’dir (Sekil 2.2). Bunlar biyolojik olarak ayni etkiye sahiptir fakat 22-23
karbon atomlar1 arasinda bir ¢ift bag ve 24. karbon atomunda bir metil grubunun varligi,
aradaki farki olusturur. D vitaminini sadece beslenme ile almamiz yeterli degildir.
Viicudumuzda bol miktarda D3 vitamini sentezlenmesi i¢in gilines 1s1§ina maruz
kalinmas1 gerekmektedir (66-68). D> ise bitkilerin giines 1s1¢mma maruz kalmasiyla
iiretilir ve besin yoluyla viicuda alinir (69). Ek olarak yumurta, siit, somon balig1, ton
baligi, maydanoz, brokoli, karaciger, biftek gibi hayvansal gidalar da D vitamini

bakimindan zengindir (70-72).

CHs CH3

CHs

HO™

Sekil 2-2: D Vitamini ve metabolitlerinin biyokimyasal yapis1 a) D>, b) Ds, ¢) 25(OH)D ve
d) 1a25(0OH),Ds (73).
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UVB (290-315 nm) giines 1sinlar1 7-dehidrokolesteroliin ¢ift baglarini (9. ve 10.
karbon arasindaki bag) parcalayarak previtamin D3’ e doniistiiriir, daha sonra previtamin
D3 termal izomerizasyon ile D vitaminine (kolekalsiferol) donistiiriiliir (71, 74). D
vitaminin viicudumuzda en aktif oldugu la,25-dihidroksivitamin D (1a25(OH).D3)
metabolitidir. 1a25(OH);D3 olusumu i¢in iki Onemli sitrokom P450 aracili
hidroksilasyon asamasina ihtiya¢ vardir (Sekil 2.3). Bunlardan birincisinde; deriden ve
diyet ile elde edilen D vitamini, D Vitamin Baglayict Protein (VDBP) araciligi ile
karacigere taginir. Karacigerde mikozomal 25-Hidroksilaz enzimi (CYP27A1 geninden
kodlanir) vitamin D> ve D3’1i 25. karbon bolgesinde hidroksile eder, 25-hidroksivitamin
D3’e (25(0OH)D) déniistiiriiliir. ikincisinde; 25(0H)D VDBP’ye baglanarak bobrege
taginir, burada CYP27B1 geni tarafindan kodlanan 1a-hidroksilaz enzimi 25(OH)D’yi
birinci karbondan hidroksile eder ve D vitamini’nin aktif formu olan sekosteroid
hormon 1a25(OH).Ds (kalsitriol) olusurturur (75-79). 1a25(OH).D3, lao-hidroksilaz
iizerinde geribildirim (feedback) mekanizmasi ile ¢ok siki kontrol edilir. Paratroid
hormon (PTH) seviyesindeki artis 1a-hidroksilaz enzimini uyarir boylece 1a-25(OH)D
tiretimi artmig olurken Ca?* metabolizmas1 yavaglar. Yeterli seviyeye ulasan
1a25(0OH);D;s, fibroblast biliylime faktorii-23 (fibroblast growth factor-23, FGF-23)
iretimini tetikler, FGF-23 ise loa-hidroksilaz enziminin ekspresyonunu inhibe eder,
boylece 1a25(0OH),;Ds iiretimi baskilanir (80).

VDBP bagli 25(OH)D’nin proksimal tiibiiliis hiicrelerinin membranindan iceriye
girmesi i¢in, lipoprotein ailesinin bir {iyesi olan diisik molekiil agirlikli megalin
gerekmektedir (81).

CYP24A1 geni tarafindan kodlanir 24-Hidroksilaz enzimi ise D Vitamin
metabolizmasinda ayr1 bir 6neme sahiptir. Bu enzim, D vitaminini aktif olmayan
metabolitleri olan 1,24,25(OH);D, 25(OH)D ve kalsitroik asit’i 24,250H>D’ye
dontstiiriir. 1a25(0OH).Ds, 24-hidroksilaz’in sentezini arttirarak kendi metabolizmasini
ters geri-bildirim (negatif feedback) mekanizmasi ile inaktive eder (82).

Tiimor hiicrelerinde CYP27B1’in artan ekspresyonunun 25(OH)D’nin la-
25(0OH)D’ye lokal doniistim saglayarak kanser hiicrelerin kemopreferansinda rolii
olabilecegi ileri siirlilmiistiir. Ayrica tiimorlii hiicrelerin CYP24A1 ekspresyonunu
arttirdigt ve 1a25(OH);D3 seviyesinin azalmasina neden oldugu, bdylece la-

25(OH)D’nin antiproliferatif etkisine kars1 koyabildigi gosterilmistir. CYP24A1 artan
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sentezinin ve CYP27B1’in azalan sentezinin ileri evre kolon karsinomlarinda ortaya

cikabilecegi yapilan ¢aligmalarda goriilmiistiir (79).

Karaciger U
P, Ca® 5
’ -OH
ve diger 25-OHase l @
faktorle 24-OHase
—— 25(OH)D, ‘
A ‘
.5 )f 25(0H),0,
A
Paratiroid e PTH  c—— Bobrek atlllm
bezler < 7 : 4
m 24,25(0H),D \’ i
Ilu OHase ' .
)4 - Vitamin D'nin
ase i ~
diyet kaynagi
{ W.ZS(OH)P, L
Barsak Tiimér mikrogevresinde
Kalsiyum ve *Farkhlasmay tetikler
fosfor *Proliferasyonu inhibe
emilimini eder
artirir Kemik Immun *Anjiyogenezisi inhibe
mineralizasyonu hiicrelerin eder
arttrir farkhlagsmasim
tetikler

Sekil 2-3: Insan viicudunda D vitamini kaynak ve metabolizmasi (79).

2.6. Serumda D Vitamini Diizeyi

D vitamini diizeyleri bireylerin giin 1s181na maruz kaldig: siire, yasadigt yerin
cografi ozellikleri, deri pigmentasyonu, giines kremi kullanmasi, karaciger hastaliklari

ve beslenme sekline gore farklilik gostermektedir (83).

D vitamini Olgimii  i¢in 1a-25(OH):D; ve 25(OH)D metabolitleri
kullanilmaktadir. 25(OH)D’nin yarilanma 6mrii 20 giin, 1a-25(OH);Ds ise yarilanma
omrii 3-6 saat arasindadir. D vitamininin aktif formu olan 1a-25(OH).D3’lin yarilanma
Oomriiniin kisa ve kanda bulunma oraninin 25(OH)D’e gore 1000 kat daha diisiik olmasi

nedeniyle degerlendirme i¢in 25(OH)D en iyi belirtegtir. Ayrica D vitamini eksikliginde
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artan PTH serum diizeyleri 1a-25(OH).Ds tetikleyerek 25(OH)D’den 1a-25(OH)2D3
yapimini arttirabilir. Bu durum diisiik D vitamini seviyesinde 1a-25(OH)2D5’lin yeterli
diizeylerde saptanmasina neden olabilir (74, 83, 84). D vitamini referans aralig1 Tablo

2-2’de gosterilmistir (85) .

Tablo 2-2: Serum 25-OH,D; diizeyleri.

D vitamini durumu Serum 25(OH)D diizeyi (ng/ml)

D Vitamini eksikligi <20 ng/mL

D Vitamini yetersizligi 21-29 ng/mL

D Vitamini yeterli > 30 ng/mL

D Vitamini toksik etki > 150 ng/mL

Amerika’daki Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi Centers for Disease Control
and Prevention CDC) tarafindan yayinlanan D vitamini diizeyleri ve yorumlar1 Tablo 2-

3’de gosterilmistir (86).

Tablo 2-3: D vitamini diizeyleri ve yorumlari.

D vitamini durumu Serum 25(OH)D diizeyi (ng/ml)

25(OH)D =< 30 nmol/l (= 12|Bebek ve cocuklarda ragitizmle, erigkinlerde
ng/ml) osteomalazi ile iligkili D vitamini eksikligi

25(OH)D = 30-50 nmol/l (12-|Saglikl1 bireylerde kemik ve genel saglik agisindan

20 ng/ml) D vitamini yetersizligi
25(OH)D = 50-125 nmol/l (=|Saglikli bireylerde kemik ve genel saglik agisindan

20 ng/ml) yeterli D vitaminin diizeyi seklindedir.

2.7. D Vitaminin Bashca Gorevleri

VDBP ile hiicrelere taginan 10-25(OH),Ds iki sekilde aktiflesmektedir. Genomik

olarak hiicre i¢cinde D Vitamini Reseptorii (VDR) ve Retinoik asit X-reseptorii ile tiglii
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kompleks yaparak DNA {iizerinde D Vitamini Cevap Elemanlarina (VDRE) baglanabilir
ya da direk olarak plazma membraninda VDR reseptoriine baglanarak sitoplazmada
bulunan ikincil mesajcilari (fosfolipaz C, cAMP, MAP kinaz ve PI-3 kinaz) aktive eder
(77). Genomik etkisini transkripsiyon faktorleri iizerinden; hiicrede apoptozunu,
diferansiyonu, poliferasyonu, DNA onarimini, oksidatif stresi ve hiicresel
metabolizmalar1 diizenleyerek gosterdigi bilinmektedir. Genomik olmayan direk
etkilerini ise membrana bagli VDR ile etkilesime girerek, kalsiyum ve klor
transmembran gecisini degistirerek veya hiicre i¢i ikincil mesajcilart aktive ederek
gostermektedir (87).

D vitaminin anti-kanser etkisi ile tiimdr hiicreleri lizerinde anti-proliferatif,
apoptotik ve anti-anjiyogenetik diizenlemeler saglanir (88). D vitaminin aktif metaboliti
olan kalsitrioliin meme, prostat ve kolon gibi bir¢ok kanser tiirlinde Bcl-2’yi inhibe
ederek hiicreyi apoptoza gotiirdiigii goriilmiistiir (89). Over kanseri hiicre hatt1 ile
yapilan calismalarda D vitamininin hTERT (insan telomeraz ters trasnkriptaz) mRNA
seviyesini diisiirerek telemorazin etkinligini azalttig1 ve kanserli hiicreleri apoptoza sevk
ettigi gorilmiistiir (90, 91). Akciger kanseri hiicre kiiltiiriinde yapilan caligmalarda D
vitamini metabolitlerinin insulin benzeri biliylime faktorii-1 (IGF-1)’in mitojenik
aktivitesini engelledigi, hiicre proliferasyonunu arttirdigt ve apoptozu tetikledigi
belirtilmistir (92, 93). 10-25(0OH),D3'lin meme tiimorii MCF-7 ve HL-60 16semi hiicre
hatlarinda BCL2 ekspresyonunu azalttigi; prostat kanseri, kolorektal adenom ve
karsinom hiicrelerinde ise BAX ve BAK ekspresyonunu azalttigi bildirilmistir (79).

la-25(0OH):D3, endotel hiicelerinin  proliferasyonunu  inhibe ederek
anjiyogenezini azaltabilir. D vitamini’nin VEGF mRNA ekspresyonu ile anti-
anjiogenetik faktor trombospondin 1 (THSB 1) mRNA ekspresyonunu arttirarak insan
kolon tiimor hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi gosterilmistir (79).

MikroRNA’lar (miRNA), mRNA traslasyonunda, hiicre dongiisii ile apoptozun
diizenlenmesinde 6nemli iglevlere sahip kisa, tek zincirli RNA’lardir. miRNAlar da 1a-
25(OH)D’nin anti-kanser fonksiyonunda gdrev alabilir. Mide kanser hiicrelerinde
yapilan bir ¢calismada 1a-25(OH)2D3’lin miR-145’1 tetikleyerek anti-proliferatif ve gen
diizenleyici etkilere aracilik ettigi tespit edilmistir (94).

Kroniklesmis inflamasyon da kansere neden olmaktadir. 1a-25(OH).Ds’iin
immiin hiicreleri iizerine dogrudan ve dolayl etkileri vardir. Mitojenik aktivite fosfataz

5 (MKP5)’in sentezini arttirarak dogrudan proinflamatuar sitokinlerin sentezini
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tetikleyebilmektedir. Inflamasyonda 6nemli rol oynayan NFkB sinyalizasyonu
sayesinde 1a-25(OH):Ds3, pek cok genle etkilesime gecerek dolayli olarak immiin
sistemde ve inflamasyonda rol oynayabilmektedir (95, 96).

Kalsiyum dengesinin diizenlenmesinde oldukc¢a 6nemli olan D vitamini kemik
mineralizasyonu i¢in barsaktan kalsiyum ve fosfor emilimini saglayarak, PTH beraber
Ca/P seviyesini dengede tutar (74). Besinle yeterli miktarda Ca®" alinmamasi
durumunda kemikte depo halde bulunan Ca** kullanilir. Kemikte depo halde bulunan
Ca?" i¢in D vitamini VDR’ye baglanir. Bu baglanma ile osteoblast hiicreleri lizerinde
bulunan plazma membran reseptdr aktivatér ve NFkB ligandi (Receptor activator of
nuclear factor k-B ligand, RANKL) yapimimi arttirir, bdylece preosteolastlarin
osteoklastlara farklilagmasi gerceklesir. Osteoklastlardan salgilanan hidroklorik asit ve
kollegenez sayesinde kemikte depolanan, Ca** ve P perifer dolasima katilirlar. Ca**
barsaktan, P bobrekten emilerek dengelenir. D vitamini eksikligi, cocuklarda ragitizm
yetiskinlerde ise osteomalaziye neden olabilir (97).

D vitamini insulin seviyesini diizenledigi i¢in hem hormon hem de vitamin
olarak tanimlanmaktadir. D vitamini seviyesinin diigiikk oldugu durumlarda Tip 1 ve Tip
2 diyabet gelisim riskinin arttigin1 destekleyen calismalar vardir (98). Yapilan
epidemolojik ¢aligmalarda erken evrede saglanan D vitamini yeterliliginin Tip 1
diyabeti onlemede Onemli etkisi oldugunu gosterilmistir (99). D vitamininin obezite
gelisimi iizerinde de etkileri vardir. Yapilan calismalarda, yag kitlesi ile 25(OH)D
seviyesi arasinda negatif; PTH seviyesi arasinda pozitif iliski oldugu gosterilmistir.
Daha az giin 1s18ina maruz kalan bireylerin adipoz dokularinda 25(OH)D’iin
sekestasyonunu artar. Serumda artan PTH ve azalan 25(OH)D konsantrsayonu adipoz
dokularda Ca*"’u arttirmaktadir. Bu durum lipogenezi uyarir ve viicudu kilo almaya
yatkin hale getirir (100).

D vitamini immiin sisteminde de oldukca etkilidir. Antimikrobiyal aktivasyonu
arttirirken, inflamatuar aktivitesini baskilar. 25(OH)D vitamini T ve B hiicreler,
monosit, makrofaj gibi bir ¢ok immiin hiicrede VDR’ye baglanarak etki gdstermektedir
(101).

Kalp kasi hiicrelerinde de VDR’nin varlig1 tespit edilmistir. Epidemiyolojik
caligmalar, VDR polimorfizmi ile koroner kalp kasi hastalig1 arasinda pozitif iliski
oldugunu gostermektedir. Kalp yetmezligi olan bireylerin plazmalarinda 25(OH)D

seviyesi incelenmis ve diisiik bulunmustur (102, 103).



18

2.8. D Vitamini Reseptorii

VDR proteini 48.3 kD agirlifinda 427 aminoasitlik kalintidan olusan, steroid-
tiroid hormon reseptorii olan niikleer reseptdr ailesinin (NR1) bir iiyesidir ve dort
onemli bolgesi bulunur. Bunlar; VDR giiclendirici bolge, ligand baglayict bolge,
heteredimerizasyon bolgesi ve DNA baglayici bolgedir (104). VDR geni yaklasik 100
kb agirliginda, 12. kromozomun uzun koluna lokalize olan bir gendir. 11 ekzondan
olusur ve transkripsiyon iiriinlerini 2-9 ekzon araciligi ile kodlar (Sekil 2.4) (105).

VDR’nin biyolojik fonksiyonu iki mekanizma ile diizenlenir. Bunlardan birinde
niikleer VDR’nin genomik etkiyle transkripsiyonu, digerinde membran VDR’nin direk
etkisi ile ikincil habercilerin sinyal iletim yollarmi diizenlemesidir (106). Bunlarda
birincisi en ¢ok calisan anti-timér mekanizmasidir. VDR’ye baglanan D vitamini
reseptorii fosforile ederek retinoik X reseptorii (RXR) ile heterodimer veya homodimer
olusturur. 1a-25(0OH)2D3 — VDR - RXR heterodimeri hedef genlerin prométoriinde D
vitamini yanit elementlerine (VDRE) baglanir. Membrandaki VDR Ca?*’un barsaktan
emilimini 15-45 dakika iginde saglayan hizli tepkiye, pankreas B-hiicreleri tarafindan
insiilin salgilanmasina, osteoblast ve sertoli hiicrelerinde Ca?* ve CI' kanallarinin

acilmasina ve endotel hiicrelerinin gociine aracilik eder (107-109).

VDR geni
g Kromozom 12
if Tle lald b Ic 2 3 45 6 78 9
1344 H | 75 kb
} Bsml (A60890G)
Fokl (C27823T) Tru9l (G61050A)
= Apal (G61888T) < Tagl (T61938C)
DNA baglanma .
(aa 24-90, 91-115) VDR protein
D Niikleer lokalizasyon 531 5208
(aa 49-55, 79-105) AR-2
D (gofﬂogﬂgjgg_g?fl;;ﬁzz) N ‘ \_H H HH_‘ Mentese bolgesi DH [ | Dm 48 kDa
L. , ' T 24 49 91 15 227244268 317 396 422 427 aa
|:| Dimerizasyon
(aa 37, 91-92, 244-263, 317-395) A8 | C | D | E/F |
Transaktivasyon
(aa 246, 416-422)

Sekil 2-4: VDR yapisi ve polimorfizmleri.
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1,25(OH)2D3-VDR-RXR heterodimeri DNA’ya yiiksek afinite ile baglanmakta
ve transkripsiyon baslangic faktorlerinin bir araya toplanmasini saglamaktadir (110). Bu
0zel baglanma VDR'nin aktivasyonunu; apoptozu uyararak apoptoz genlerinin
ekspresyonunu diizenlemekte, normal islev gosteren hiicrelerin farklilasmasini
uyarmakta ve proliferasyonu, invazyonu, anjiogenezi ve metastatik potansiyeli etkin bir
sekilde inhibe etmektedir (Sekil 2.5). VDR geninde bir¢ok polimorfizim saptanmistir,
bunlarin en yaygini; ekzon 2 de bulunan ve baslangic kodonu olarakta bilinen Fokl
(rs2228570), intron 8 de bulunan Bsml (rs544410) ve Apal (rs7975232) ve ekzon 9 da
bulunan Taql (rs731236) restriksiyon enzimlerinin kesim yaptigr polimorfizimlerdir
(111).

D vitamini

reseptor
polimorfizimleri

Sekil 2-5: VDR polimorfizmleri ile kanser riski arasindaki iliski (112). ALL: Akut lenfosit
losemi; CRC: kolorektal kanser; RCC: Renal hiicreli karsinom; NSCLC: Kiiciik

hiicre dis1 akciger kanseri; AP: Adenomatoz polipoz.
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2.9. D Vitamini Baglayic1 Protein (VDBP)

D Vitamini baglayici protein (VDBP), yaklagik 52-59 kDa agirliginda bir
glikoproteindir. Insanda VDBP geni 4. kromozomun uzun kolunda (4qll-q13)
lokalizedir, 13 ekzon ve 12 intron bolgesi igerir (Sekil 2.6) (113, 114). VDBP geninin
cesitli yapisal oOzelliklerine bakildiginda albumin (ABL), a-fetoprotein (AFP), -
albumin/afamin  (AFM) igeren bir multigen kiimesinin {iyesi olabilecegi
diistiniilmektedir (115). VDBP gen bdlgesi icinde iki baglanma bdlgesi tanimlanmuistir,
35-49 kalintilar1 arasinda D vitamini baglanma bolgesi ve 373-403 kalintilar1 arasinda

bir aktin baglanma bdlgesi bulunur (116).

73073661 4q12-q13
73116139 Vitamin D binding protein
4qi1

4q12
4q13+1 4q11-q13
4q13+2 74753383 Albumin

4q13+3 l
4\ l74768184 4q11-q13
74787743 alpha-fetoprotein

74736257

Sekil 2-6: VDBP yapisi.

VDBP’nin birgok gorevi bulunmaktadir. Bunlar; yag asidi transportu,
ekstraseliiler aktini baglamak, kompleman faktér C5a’y1 proteolitik bozulmadan
korumak ve de-glikolize olmus bir formu olan VDBP-makrofaj aktive edici faktorle

(DBVP-MAF) makrofaj ve osteoklastlarin aktivasyonunu desteklemek. Tiim bunlara
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ilave olarak baslica gorevi D vitamini metabolitlerini baglamak ve tagimaktir (100).
Plazmada biiyiik oranda VDBP’ye baglanarak taginan D vitamini az oranda alblimin ve
silomikronlara baglanarak da taginabilir. VDBP ayrica hiicre ve dokulardaki D vitamini
seviyesini de diizenler (117). VDBP biiyiik oranda karacigerde sentezlenir, hepatik
sentezi Ostrojen bagimlidir ve Ostrojen tedavisi veya hamilelik doneminde O6nemli
Olgiide artmaktadir (118). VDBP geninde 120°den fazla polimorfizim varyanti tespit
edilmistir. En sik gozlenen varyantlar ii¢ tanedir; GCI1F, GCIS ve GC2’dir. Bu
polimorfizmler VDBP islevini etkilemektedir. VDBP (GC) fenotipine gore serum D
vitamini, VDBP diizeyleri ve VDBP islevleri farklilik gostermektedir. GC1F, serumda
en diisiik oranda bulunur fakat 25(OH)D’ye en yiiksek afiniteyi gosterir. GCI1S ise
serumda en yiiksek oranda bulunur fakat 25(OH)D’ye afinitesi orta derecededir. GC2,
serumda orta derecede bulunur ve 25(OH)D’ye afinitesi en diisiik olan fenotipidir

(Tablo 2-4) (100).

Tablo 2-4: VDBP nin yaygin fenotipleri ve 25(OH)D ile karakteristik iliskileri.

Fenotip rs 7041 rs 4588 DBP Seviyesi 25(OH)D 'ye Afinitesi
GCIF T (D: asp) | C (T: thr) Diisiik Yiiksek

GCI1S G (E: glu) | C(T: thr) Yiiksek Orta

GC2 T (D:asp) | A (K:lys) Orta Diisiik

Birgok ¢aligmada VDBP serum diizeyi ve VDBP polimorfizmlerin kanser riski
ile iliskisi arastirilmigtir (11). Humpries ve ark. (2014) yapmis oldugu c¢aligmada
VDBP’nin mide kanserleri i¢in yeni bir belirte¢ oldugunu bildirmistir (119). VDBP
geninde iki yaygin tek niikleotid polimorfizmi (single nucleotide polymorphism, SNP)
tanimlanmistir. Bunlar; 416. kodonda aspartik asit yerine glutamik asit (Glu416Asp,
rs7041) ve 420. kodonda treonin yerine lizin (Thr420Lys, rs4588) aminoasit degisikligi
ile sonuglanan polimorfizmlerdir (120). Zhou ve ark. (2012) Cin popiilasyonunda
yaptig1 calismada VDBP polimorfizimlerinin gastrointestinal kanser geligim riski

izerinde dnemli etkisi oldugunu bildirmistir (121).
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2.10. D Vitamini ve Mide Kanseri

D vitaminin bilinen en temel fizyolojik rolii Ca** ve P trasportu ile kemik
mineralizasyonunu diizenlemesidir (79). ik olarak Frank Garland 1980 yilinda ‘UVB -
D vitamini - kanser’ hipotezini onerdi. Sonraki epidemiyolojik ¢aligmalar ise UVB ile
iliskili D vitamini eksikliginin kanser insidansi ve mortalitesinde 6nemli bir risk faktorii
oldugunu desteklemistir (122). Yapilan c¢alismalarda D vitamininin poliferizasyon,
farklilasma ve apoptozu etkiledigi ortaya ¢ikmis olup bir¢ok tiimdr tipinde D vitamini
sentezinde ve yikiminda onemli etkisi olan proteinlerin fonksiyonu ve ekspresyonu
gozlemlenmistir. Bazi epidemiyolojik calismalar serumda diisik diizeyde bulunan
25(0OH)D’nin; kolorektal, meme ve prostat kanseriyle iliskili oldugunu ortaya
koymustur. Serum D vitamini diizeyi ile farkli kanser tiirindede risk ve oliim orani
arasindaki iligkiyi belirlemeyi amaglayan bir¢ok epidemiyolojik ¢aligma vardir (79).

D vitamininin mide kanserinde anti-kanser mekanizmasi olarak 4 farkli hiicre
sinyal yolag1 onerilmistir (Sekil 2.7);

1. NUGC-3 hiicre hattinda yapilan ¢aligmada D vitaminin DNA-polimeraz-
a’y1 inhibe ederek mide kanseri hiicrelerinin ekspresyonunu G1 fazinda
durdurabildigi gosterilmistir (123).

2. D vitamininin bir analogu olan 19-nor-1a250H>D;’nin CDK2, CDK4,
CDKG6 ve siklin D1’in ekspresyonunu azaltarak mide kanseri hiicrelerinin
dongiistinii bloke edebilir (124).

3. PTEN’nin promotdr bolgesinde fonksiyonel VDR elemanlar1 tanimlanmigtir.
D vitamini niikleer transkripsiyon faktorii olarak PTEN’nin ekspresyonunu
diizenler (125). HGC-27 mide kanseri hiicre hattinda yapilan bir caligmada
VDR, EGR1 ve P300’{in olusturdugu kompleks PTEN ile etkilesime girerek
mide kanseri hiicrelerin apoptoza gitmesini tetikler (126).

4. Hedgehog sinyal yolagi mide kanser patogenezinde ve prognozunda énemli
rol oynamaktadir. Bu durum mide kanserlerinin tedavisi i¢in yeni bir
potansiyeldir. D vitamini, mide kanseri hiicrelerinin biiyiimesini baskilamak
icin hedgehog sinyalizasyonuna antigonist etki gosterir. Anti-kanser ilaglarla
beraber, hedef genlerin mRNA ekspresyonunu azaltarak da sinerjistik bir

etki olusturur (127, 128).
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3 1,25(0H),D,

o ada analoglari 9
y g 9 Hiicre membrani

Nikleus

Sekil 2-7: Mide kanseri hiicrelerinde D vitaminin anti-kanser mekanizmasi. CDK: Sikin
bagimh kinaz; PTEN: fosfataz ve tensin homolog; RXR: Retinoik asit reseptorii;
Egrl: Erken bilyiimeye yamit geni 1; Hh: hedgehod sinyal yolagi; VDR: D vitamini

reseptorii.

VDR araciligr ile 1a25(OH);D3; tarafindan indiiklenen miR145 timor
olusumunu inhibe edebilir, E2F3 ve CDK6’y1 hedef alarak mide kanseri hiicrelerini S
fazinda durdurabilir (94).

Mide kanseri ile D vitamini iliskisine yonelik yapilan ¢alismalarin sonuglari
oldukea celiskilidir. Baz1 ¢alismalarda, D Vitamininin besin yoluyla alimi ve D vitamini
serum diizeylerinin mide kanseri riskini arttirmayacagi One siiriilmiistir. Bazi
caligmalarda ise fazla D vitamini aliminin ve fazla D vitaminine maruz kalmanin mide

kanseri riskini arttirdigi gosterilmisir (129).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Orneklerinin Tanimi

Yapmis oldugumuz aragtirmaya, iki grup dahil edilmis olup, arastirmamiz bir
vaka-kontrol ¢aligmasidir. Birinci grup olan kontrol grubu, 84 kisiden olusan, herhangi
bir malignite bulgusu ve tercihen ailede kanser hikayesi olmayan saglikli bireylerden
secilmistir. Ikinci grup ise, Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Dahili Bilimler Anabilim
Dal1 ve Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi Klinigi tarafindan takip
edilen mide kanseri tanis1 konmus 77 hastay1 kapsamaktadir.

Arastirma grubundaki 6rnek sayisi uygunlugu i¢in PS-Power and Sample Size
Calculation 3.0.43 programi kullanilarak giic (power) analizi yapilmistir. 77 mide
kanserli hasta ile 84 saglikli goniilliiden olusan ¢alismamizin giicli, daha Onceden
yapilan c¢alismalarin risk olasiliklart géz oniinde bulunduruldugunda FoklI rs: 2228570
icin %88 (0=0.05), Taql rs:731236 i¢in %98 (a=0.05), VDBP rs:7041 i¢in %75
(0=0.05) olarak hesaplanmistir (130, 131).

Bu arastirma Istanbul Universitesi Etik Kurulu tarafindan incelenmis ve
20.12.2017 tarihinde 476413 sayili karar ile onaylanmustir. Arastirma Istanbul
Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Molekiiler Tip Anabilim

Dal1 laboratuvarinda kullanilan cihazlar ve kimyasallar ile gergeklestirilmistir.

3.2. Arastirmanin kriterleri
Arastirmaya dahil olma kriterlerinde;
1. Hasta ve kontrol grubunda bulunan bireylerin 18 yas {izerinde olmasi,

2. Arastirmaya katilmak i¢in goniillii olduguna dair bilgilendirilmis goniillii olur

formunu okuyup onay vermis olmali,
3. Hasta grubundaki bireylerin mide kanseri tanist almis olmast,

4. Kontrol grubunda bulunan bireylerin mide veya herhangi bir kanser tanisi almig

olmamasi,
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5. Kontrol grubundaki bireylerin biyokimyasal test verilerinde anormal sonuglarin

olmamasi.

3.3. Kullanilan Gerecler

HPLC (Azura, Knauer), C18 HPLC kolonu, pH metre (Hannan), Ceker ocak
(Opas), +4°C Buzdolab1 (Argelik), -20°C Derin dondurucu (Regal), -80°C Derin
dondurucu (Daihan Scientific), Pipet seti (Eppendorf), Distile su cihazi (Millipore),
DNA/RNA UV Cleaner Kabin (Biosan), Elektroforez sistemi (E-C 350 MIDICELL),
Hot plate (Fisher Scientific), Gli¢ kaynagi (E-C Apparatus Corporation), Mikrosantrifuj
(Hettich), Vorteks (Biosan), Spektrofotometre, NanoDrop (Maestro, Nano), Etiiv
(Heraeus), Otoklav (ALP), Mikrodalga (Philco), Hassas terazi (Shimadzu) Santrifiij
(Niive ve Hettich), PCR cihazi (BioRad), UV Gériintiileme sistemi (Kodak EL LOGIC)

3.4. Kullamlan Kimyasallar

DNA izolasyon kiti, primerler, Taq Polimeraz, trizma baz, EDTA, borik asit, agaroz,
bromfenol blue, etidyum bromid, DNA marker, Taql endoniikleaz enzimi, FokI
endoniikleaz enzimi, Haelll endoniikleaz enzimi, 25-OH-Vitamin D3/D2 o6l¢tiim kiti,

etanol, hidroklorik asit, izopropanol.

3.5. Kullanilan Cozeltiler

3.5.1. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

3.5.1.1. Agaroz Jel Yiikleme Tamponu

Agaroz jel yiikleme tamponu i¢in, %40 siikroz ile %0.25 bromfenol mavisinden
olusan karigim hazirlandi. Calisma siiresince hazirlanan yiikleme tamponu oda 1sisinda

saklandi.
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3.5.1.2. Etidyiim Bromiir

Etidyum bromiirden 1 gr tartilarak 6l¢ekli bir kaba alind1 sonra distile su ile 10

ml tamamlandi.

3.5.1.3. 5X Tris-Borik Asit-Etilendiamintetraasetat (TBE) Tamponu

Tris bazdan 54 gr ve borik asitten 27.5 gr alinarak 6lgekli bir kaba konuldu.
Ustiine 0.5 M 20 ml EDTA ve 800 ml distile su eklenerek manyetik karistiricida
cozlindiiriildii. Hazirlanan ¢ozelti 1 It’ye tamamlandiktan sonra 120°C’de 15 dakika

otaklavda sterilize edildi ve oda 1sisinda saklanda.

3.6. Kullanilan Yontemler

3.6.1. Numunelerin toplanmasi

Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Dahili Bilimler Anabilim Dali ve Istanbul
Egitim ve Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi Klinigi tarafindan mide kanseri teshisi
konulmug hastalardan ve herhangi bir kanser teshisi konulmamis goniilliilerden (kontrol

grubu) 10 mI’lik EDTA’l1 ve kuru tiiplere kan 6rnegi alinmistir.

3.6.2. Periferik Kandan DNA izolasyonu

EDTA’ll tiiplere toplanan periferik kan oOrneklerinden DNA izolasyon kiti
kullanilarak genomik DNA izolasyonlar1 firma talimatlar1 dogrultusunda yapildi.
DNA izolasyonuna baslamadan dnce;
» Beng iistii ve pipet uglart %70’lik etanol ile silindi.
» DNA izolasyonunun yapilacagi alan 10 dakika UV ile sterilize edildi.
» (Ceker ocak i¢indeki havalandirma sistemi ve 151k agildi.

» Gerekli cihazlar ve kimyasallar kullanima hazir hale getirildi.

DNA izolasyon kiti (Jena Bioscience, Blood-Animal-Plant DNA Preparation Kit)

protokol basamaklari:



A

10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.
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19.
20.
21.
22.
23.
24.
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200 pl kan 6rnegi ile 1 ml lysis tamponu uygun ependorf tiipline alinarak
karistirildi.

Bugz iizerinde 10 dakika siiresince inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon siiresince 2-3 kez hafif vortekslenerek karistirildi.

10000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi siipernatant atildi.

Elde edilen hiicre pelletine 300 pl lysis tamponu ve 200ul RNaz A
eklendi.

30-60 saniye boyunca iyi sekilde vortekslendi.

8ul proteinaz K ilave edildi ve pipetaj ile karistirildi.

60°C’de 10 dakika boyunca inkiibasyona birakildi ve 5 dakika sogumasi
icin bekletildi.

Soguduktan sonra {izerine 300 ul baglanma tamponu (binding buffer)
eklendi, hafif¢e vortekslendi ve 5 dakika boyunca buz iistiide bekletildi.
10000 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

Ornegin tamami kolonlu tiip i¢ine aktarildu.

10000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda kolon yeni tiipe aktarildi ve altta kalan kisim atildu.
Kolonlu tiip i¢ine ikinci kez 500 pl yikama tamponu eklendi

10000 g’de 30 saniye santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 kolon yeni tiipe aktarildi ve altta kalan kisim atildu.
Kolonlu tiip igerisine 500 ul yikama tamponu eklendi.

10000 g’de 30 saniye santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi1 kolon eliisyon tiipiine aktarildi ve yikama tiipii atildi.
Kolonlii tiipe 40-50 ul eliisyon tamponu eklendi.

Oda 1s1sinda bir dakika boyunca inkiibasyona birakildi.

10000 g’de 2dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi kolon atilarak tiipte kalan genomik DNA + 4 °C’de

veya — 20 °C’de saklanmak iizere kaldirild1.
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3.6.3. Elde edilen DNA’nin Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini

Elde edilen DNA orneklerinin kalitesi ve konsantrayonunun tayin edilebilmesi
icin yaklasik olarak 1 pl pipetlenerek spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga

boylarinda dl¢timler yapilmistir.
50 pg/ml cift iplik¢ikli DNA igeriginin 260 nm dalga boyunda 1 optik densite

(OD) verdigi kabul edilmektedir. DNA konsantrasyonu 260 nm’deki 6l¢iim degeri ile
asagidaki formiil kullanilarak tesbit edildi.

{ DNA Konsantrasyonu: (OD)2s0 X 50pug/ml X Seyreltme Orant ]

DNA o6rneklerinin safligr ise 260/280 nm’deki oran kullanilarak tesbit edildi.
DNA safliginin iyi kabul edildigi deger yaklasik olarak 1.8’dir. Bu oran 2 den biiyiikse
ortamda RNA kalintilarinin oldugu, 1.8’den kiigiikse ortamda fenol veya protein

bulundugu anlamina gelmektedir.

3.6.4. VDR Geninde rs: 2228570, rs: 731236 ve VDBP Geninde rs: 7041

Polimorfizmlerinin PZR Yontemiyle Cogaltilmasi

Izole edilen DNA numunelerinden, VDR geninde rs: 2228570 ve rs: 731236 ile
VDBP geninde rs: 7041 varyasyonlarin tespit etmek i¢in ilk 6nce Tablo 3-1’deki her
bir polimorfizme ait ilgili primerler ve Tablo 3-2 ve Tablo 3-3°deki ilgili reaksiyon
bilesenleri kullanilarak gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi Tablo 3-3 ve Tablo 3-4’deki ilgili
PZR protokolii uygulanarak saglandi.



Tablo 3-1: PZR icin kullanilan primerler.
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VDR rs: 2228570 polimorfizmi icin Primerler:
» Forward: 5-GATGCCAGCTGGCCCTGGCACTG-3’

» Revers: 5’-ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3’

VDR rs: 731236 polimorfizmi icin Primerler:
» Forward: 5’-CAGAGCATGGACAGGGAGCAAG-3’

» Revers: 5’-CGGCAGCGGATGTACGTCTGCAG-3’

VDBP rs: 7041 polimorfizmi icin Primerler:
» Forward: 5’-AAATAATGAGCAAATGAAAGAAGAC-3’
» Revers: 5’-CAATAACAGCAAAGAAATGAGTAGA-3’

Tablo: 3-2 VDR FokI rs: 2228570 ve Taql rs: 731236 polimorfizmlerin PZR karisimi.

Birlesen/ Miktar (uL) rs: 2228570 polimorfizmi = rs: 731236 polimorfizmi
Su 16.45 16.45
dNTP’ler 1.5 1.5
MgFree Tampon 1 1
MgCl, 2.5 2.5
Primer 1.5 (10 pM) 1.5 (10 pM)
DNA Taq Polimeraz 0.3 0.3
DNA 1 1
Toplam 25 ul 25 ul
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Tablo 3-3: VDBP rs: 7041 polimorfizmi PZR karisimi.

Birlesen/ Miktar (uL) rs: 7041 polimorfizmi

Su 17.3
dNTP’ler 2
Mg -tampon 2.5
Primer 2 (10 pmol)
DNA Taq Polimeraz 0.2
DNA 1
Toplam 25 ul

Tablo 3-4: VDR FoklI rs: 2228570 ve Taql rs: 731236 polimorfizmlerinin PZR kosullar.

rs: 2228570 rs: 731236
Sicakhik (°C)/ Siire
polimorfizmi polimorfizmi

926 1 dk 1 dk

94 1 dk I dk i

60 45 sn 45 sn -~ 35dongii
72 45 sn 45 sn

72 5dk 5dk
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Tablo 3-5: VDBP rs: 7041 polimorfizmi PZR kosullar

Sicaklik (°C) Siire
04 1 dk
94 I dk —
58 45sn — 35 dongii
72 45 sn
72 5 dk —

3.6.5. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforez Yéntemi ile Kontrolii

3.6.5.1. %2’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

» 4 gr agaroz hassas terazide tartilarak ol¢iilii bir kap i¢ine alindi. 200 mI’yi
tamamlayacak sekilde 1X TBE tamponu ilave edildi ve mikrodalgada

kaynatilarak iyice ¢ozdiirtildi.

» Erlenin sicaklig1 yaklagik 50-55°C’ye diistiigiinde ¢ozlinmiis olan agaroz jel
icine 4 ul etidyum bromiir (10 mg/ml) eklendi.

» Hazirlamis oldugumuz jel yatay olarak jel yataginin i¢ine dokiildii. Yiikleme

kuyucuklarinin olusmasi icin tarak yerlestirdi ve tamamen donmaya birakild.

» Jel donduktan sonra jele zarar vermeyecek sekilde tarak ¢ikartilarak jelin 6rnek

yiiklemesi i¢in hazir hale getirilmesi saglandi.



32

3.6.5.2. PZR Uriinlerinin %2’lik Agaroz Jele Yiiklenmesi ve Kontrolii

» %2’lik agaroz jel hazirlandiktan sonra, jel elektroforez tanki igine yerlestirildi ve

jelin iizerini 2-3 ml gegecek sekilde 1X TBE tamponu konuldu.

» 7 ul PZR iirtinti ile 3 pl yiikleme tamponu pipetaj ile iyice karistirildiktan sonra

kuyucuklara sirastyla yiiklendi.

> Ornekler kuyucuklara yiiklendikten sonra jel elektroforez tankinin kapagi
kapatildi. Gli¢ kaynagi (E-C apparatus Corporation, E-C4000P) 250 mili amper
(mA) 120 volt (V) elektrik giiciine ayarlanarak jel elektroforezin yiiriitiilmesi

saglandi.

» Yiiriitme igleminin ardindan jel UV 11k altinda incelendi ve fotografi UV

transilliiminator diizeneginde cekildi.

» PZR reaksiyonlar1 sonucu VDR geninde FokI rs: 2228570 ve Taql rs: 731236 ile
VDBP geninde rs: 7041 varyasyonlari sirasiyla 272 bp, 347 bp, 482 bp’lik PZR
iirtinleri goriintiilendi (Sekil 3-2, 3-4,3-6).

3.6.6. VDR Geninde FokI rs: 2228570, Taql rs: 731236 ve VDBP Geninde rs: 7041
Polimorfizmlerinin Restriksiyon Parca Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP) Yontemi

ile Saptanmasi

Spesifik polimorfizlerin saptanmasi i¢in PZR {irlinleri, uygun restriksiyon
protokolleri kullanilarak optimal sicaklikta ve siirede inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda kesim iiriinleri %2’lik agaroz jelde 120 V’de yiiriitiilerek bant

uzunluklar tespit edilmistir.

3.6.6.1. VDR FoKI rs: 2228570 Polimorfizminin RFLP Yéntemi le Saptanmasi

Fokl enzimi VDR 1s:2228570 PZR friinlerinde ATG—>ACG gen
polimorfizminin tespit edilmesi i¢in kullanildi. Fokl enziminin tanidigi gen dizisi ve

kesim yeri Sekil 3-1’deki gibidir.
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5...GGATGNN...3
3...CCTACN N...5

Sekil 3-1: FokI restriksiyon enzimine ait kesim bolgesi.

VDR rs: 2228570 geninin Fokl restriksiyon enzimi ile kesimi i¢in Tablo 3-6’de
belirtilen birlesenlerle karisim hazirlandi. Fokl enziminin inkiibasyonu i¢in optimum
sicaklik 55°C’de 2 saat olmustur. Fokl enziminin yapmis oldugu kesim ve olusan

bantlar Sekil 3-2’te gosterildi.

Tablo 3-6: FokI kesim enzimi i¢in protokol.

Kimyasallar Kullanilan Hacim (ul)
Su 8
Buffer 2.5

FokI enzimi 0,2

PCR iiriinii 5

FF (Normal genotip ff (Mutant genotip Ff (Mutant genotip
Kesim iiriinleri
homozigot) homozigot) heterezigot)

Fragman uzunluklan - -
1

272 bg¢

198 b¢

I
Hin

74 be

Sekil 3-2: FoklI restriksiyon enziminin olusturdugu DNA bantlar1.
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3.6.6.2. VDR Geni Taql rs: 731236 Polimorfizminin RFLP Yéntemi ile Saptanmasi

Taql enzimi VDR rs:731236 PZR firiinlerinde ATT—-ATC gen polimorfizminin
tespit edilmesi i¢in kullanildi. Taql enziminin tanidig1 gen dizisi ve kesim yeri Sekil 3-

3’deki gibidir.

5...TCGA..3
3...AGCT ..5

Sekil 3-3: Taql restriksiyon enzimine ait kesim bolgesi.

VDR rs: 731236 geninin Tagql restriksiyon enzimi ile kesimi igin Tablo 3-7’de
belirtilen birlesenlerle karigim hazirlandi. Taql enziminin inkiibasyonu i¢in optimum
sicaklik 65°C’de 15 dakika olmustur. Taql enziminin yapmis oldugu kesim ve olusan

bantlar Sekil 3-4’de gosterildi.

Tablo 3-7: Taql kesim enzimi icin protokol.

Kimyasallar Kullanilan Hacim (ul)
Su 6
Buffer 1

Taql Enzimi 0,5

PZR iiriinii 4
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.. TT (Normal genotip tt (Mutant genotip Tt (Mutant genotip
Kesim Uriinleri

homozigot) homozigot) heterezigot)

Fragman Uzunluklan - -

293 be

IR

. J
54 be¢ :]

Sekil 3-4: Taql restriksiyon enziminin olusturdugu DNA bantlar1.

3.6.6.3. VDBP Geni rs: 7041 Polimorfizminin RFLP Yéntemi Ile Saptanmasi

Haelll enzimi VDBP 1s:7041 PZR fdiriinlerinde GAT—->GAG gen

polimorfizminin tespit edilmesi i¢in kullanildi. Haelll enziminin tanidig1 gen dizisi ve

kesim yeri Sekil 3-5’deki gibidir.

5.G6GCC..3
37...CC G G...5

Sekil 3-5: Haelll restriksiyon enzimine ait kesim bolgesi.

VDBP rs: 7041 geninin Haelll restriksiyon enzimi ile kesimi i¢in Tablo 3-6’da
belirtilen birlesenlerle karisim hazirlandi. Haelll enziminin inkiibasyonu i¢in optimum

sicaklik 37°C’de 1 gece olmustur. Haelll enziminin yapmis oldugu kesim ve olusan

bantlar Sekil 3-6’da gosterildi.
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Tablo 3-8:Haelll kesim enzimi icin protokol.

Kimyasallar Kullanilan Hacim (ul)
Su 6
Tampon 1
Haelll Enzim 1
PCR iiriinii 5

.. TT (Normal genotip GG (Mutant genotip TG (Mutant genotip
Kesim Uriinleri
homozigot) homozigot) heterezigot)

Fragman Uzunluklan _ -

298 be

184 b¢

Nim

]
L]

Sekil 3-6: Haelll restriksiyon enziminin olusturdugu DNA bantlar1.

3.6.7. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) Yontemi

Yapilan aragtirmalarda D vitamini serum diizeylerinin incelenmesi igin yiiksek
performanslt sivi  kromatografisinin (High-Performance Liquid Chromatography,
HPLC) giivenilir bir yontem oldugu gosterilmistir (132). Dolayisiyla c¢alismamizda,
serumda vitamin D diizeylerinin 6l¢iimii i¢in ultraviyole dedeksiyon yontemi ile HPLC
sistemi ve D vitamini 6l¢iim kiti (38038 Reagent kit for HPLC analysis of 25-OH-
Vitamin D3/D2 in serum/plasma, ChromogenGrafelfing, Almanya) kullanilmastir.
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Bu amagla kullanilan HPLC sistemi, 2-kanalli gaz giderici (degazor), basing
algilayicili pompa, ultra viyole detektdér, manuel enjektor sistemi ve ¢oziicii/eliient
tablasindan olusmaktadir. Analitik kolon olarak C18 kolonu (250x 4.6 mm i.d.;5 um
parcacik boyutu) kullanilmistir.

Analiz i¢in 0rneklerin hazirlanmasi:

» Tiiplere alinan taze kan drnekleri santrifiij edilerek serumlar1 ayrilmis (3000-3500
rpm’de 5-10 dakika) ve asagidaki basamaklar takip edilmistir. -80°C’deki serum
ornekleri ise oda sicakligina getirildikten sonra ayn1 basamaklara tabi tutulmustur.

» Serum Orneklerinden 1.5ml’lik tiip icerisine 500ul alinarak, iizerine 50ul “ic
standart (internal standart)” eklenmistir.

» Ardindan 500pl “¢oktiirme ajani (presipitation reagent)” eklenerek 20 sn siiresince
vorteks ile karistirilmis ve +4°C°de 10 dk. sogumaya birakilmustir.

» 13000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra, siipernatant ekstraksiyon kolonuna
alinmig ve SPE manifolttan gecirilerek igerisindeki D vitamininin kolonda
tutulmasi saglanmaigtir.

» Kolon icerisindeki 6rnek once yikama tamponu 1 ile 2 kere; sonra yikama tamponu
2 ile 1 kere yikanarak ve SPE manifolttan gecirilerek kolonda tutulan D vitamininin
safsizliklardan arindirilmasi saglanmis olur.

» D vitamininin kolondan eliisyonu i¢in; ekstraksiyon kolonunun alt kismina toplama
yapilacak tiip (1.5 ml) yerlestirilmis ve kolondan 200l “eliisyon tamponu (elution
buffer)” SPE manifolt yardimiyla gecirilmistir.

» Ardindan D vitamininin toplandig tiip iizerine 20ul distile su eklenerek seyreltme
yapilmis ve analize hazir hale getirilmistir.

» Bu islemlerin sonucunda 25ul numune HPLC sistemine yiiklenmis ve asagida

gosterilen Sekil 3-7°deki HPLC protokolii uygulanmistir.

Akis hizx: 0.7 ml/dk

Kolon
Yaklagik 25°C
sicakhigr:

Dalga boyu: 265 nm

Sekil 3-7: HPLC protokolii
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HPLC analizi hassas bir analiz yontemi oldugundan ¢alismaya baslamadan 6nce
giinliik kalibrasyonlar ve sicaklik gibi dis faktorlerden etkilendiginden dolay: giin-igi ve
giinler-aras1 kalibrasyonlar yapilmis ve bi-level pozitif kontroller (0028 25-OH-Vitamin
D3/D2 Bi-level control, ChromogenGrafelfing, Almanya) kullanilarak kalibrasyonlar
teyid edilmistir.

2,00

111l

&,00— ‘ |

—

Int. Standard

— 25-0OH-¥Yitamin D3
= 25-0OH-¥itamin D2

.00
S | . DRI | [
A | | | II 1 f |

- |. | IL__.'.'." e \ I
E | \J VNS LA | J J \ —
o — i U JE, R -~ ™ s M -~

T T T
0,00 1.00 2,00 3.00 4,00 S.00 6,00 7.00 8.00

Minutes

Sekil 3-8: HPLC yontemiyle Vitamin D2/D3 odlciimiine ait elde edilecek kromatogram
ornegi. X ekseninde kolandan c¢ikacak olan D vitamininin tutulma zamanlari
goriilmektedir. Her bir 6rnek ayn1 alikonma zamaninda i¢ standart pikine sahiptir. Her

bir pik alan1 analizi yapilan maddenin miktariyla orantilidir.

3.7. Istatistik

SPSS 21.0 Paket Programi ile elde edilen veriler degerlendirilmistir. Veriler,
stirekli degiskenler icin ortalama ve ortanca (median) standart sapma olarak, kategorik
degiskenler i¢in ylizde ve frekans ve seklinde verildi. Genotip ve allelerin goriilme
sikliginin hasta ve kontrol arasindaki farkliliklarinin karsilastirilmast i¢in Ki Kare (32)

testi ile Fisher’s kesin olasilik (Fischer’s exact) testi, biyokimyasal aktivite tizerindeki
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etkilerinin belirlenmesinde ise Mann Whitney - U testi kullanildi. Allel frekanslar1 gen

sayma metoduna gore yapildi. Yapilan istatiksel anlamlilik degeri p<0.05 olarak kabul

edildi.
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4. BULGULAR

Calismamiza iki grup dahil edilmistir. Birinci grup olan hasta grubu, Istanbul
Egitim ve Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi Kliniginde mide kanseri tanis1 konmus 77
kisiden olusmustur. Ikinci grup olan kontrol grubu ise, herhangi bir malignite bulgusu
ve tercihen ailede kanser hikayesi olmayan 84 adet goniillii saglikli bireylerden
olusmustur. Goniillillerin onayin1 almak igin, arastirmaya 06zel ve anlasilir ifadeler

iceren Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu (BGOF) okutularak imzalatilmistir.

4.1. PZR Uriinlerine iliskin Bulgular

4.1.1. VDR geni FokI rs:2228570 PZR Uriinlerine Iliskin Bulgular

VDR gen bolgesinde bulunan rs: 2228570 polimorfizmine iliskin PZR iiriinleri
kontrolii %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek yapildi. Cogaltilan DNA’nin kontrolii i¢in
agaroz jele yiiklenen PZR firiinleri 120 V’de yiiriitiildii. Olusan DNA bantlar1 UV 1sikta
incelendi ve 272 bg¢’lik PZR {iriinleri Sekil 4-1°deki gibi goriintiilendi.

Sekil 4-1: VDR geni FoklI rs: 2228570 PZR iiriinii agaroz jel goriintiisii. Sekilde jeldeki ilk

kuyu 50 bC’lik belirteg (marker) olup, diger 6 kuyu c¢aligma gruplarindan rastgele

secilen Ornekleri temsil etmektedir.
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4.1.2. VDR geni rs: 731236 PZR Uriinlerine iliskin Bulgular

VDR gen boélgesinde bulunan rs: 731236 polimorfizmine iligkin PZR iirlinleri
kontrolii %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek yapildi. Cogaltilan DNA’nin kontrolil i¢in
agaroz jele yiiklenen PZR firiinleri 120 V’de yiiriitiildii. Olusan DNA bantlar1 UV 1sikta
incelendi ve 347 bg’lik PZR tirtinleri Sekil 4-2°deki gibi goriintiilendi.

Sekil 4-2: VDR geni rs: 731236 PZR iiriinii agaroz jel goriintiisii. Sekilde jeldeki ilk kuyu
100 bg’lik belirteg (marker) olup, diger 4 kuyu ¢alisma gruplarindan rastgele secilen

ornekleri temsil etmektedir.

4.1.3. VDBP geni rs: 7041 PZR Uriinlerine iliskin Bulgular

VDBP gen bolgesinde bulunan rs: 7041 polimorfizmine iligkin PZR f{iriinleri
kontrolii %2’lik agaroz jel yiiriitiilerek yapildi. Cogaltilan DNA’nin kontrolii i¢in agaroz
jele yiiklenen PZR iiriinleri 120 V’de yiiriitiildi. Olusan DNA bantlar1 UV 1sikta
incelendi ve 482 bg’lik PZR iirtinleri Sekil 4-3’deki gibi goriintiilendi.
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Sekil 4-3: VDBP geni rs: 7041 PZR iiriinii agaroz jel goriintiisii. Sekilde jeldeki ilk kuyu

100 bg’lik belirteg (marker) olup, diger 3 kuyu ¢alisma gruplarindan rastgele secilen

ornekleri temsil etmektedir.

4.2. PZR-RFLP Yontemine iliskin Bulgular

4.2.1. VDR Geni FoKI rs:2228570 Polimorfizm

PZR iiriinleri %2’lik agaroz jelde goriintiilendikten sonra Fokl restriksiyon
endoniikleaz enzimiyle kesim iglemi yapildi. Kesim islemi sonrasinda elde edilen gen
varyasyonlar1 %2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. Fokl enzimiyle yapilan
kesim islemi sonrasi Ff heterezigot mutant genotip i¢in 272,198 ve 74 b¢’lik bantlar
degerlendirilirken, ff homozigot mutant genotip i¢in 198 ve 74 be¢’lik bantlar veren
ornekler gozlemlendi. FF homozigot normal genotipte ise 272 bg’lik biiyiikliiglinde tek
bant izlenmistir (Sekil 4-4).
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Sekil 4-4: VDR geni Fokl rs: 2228570 PZR-RFLP iiriinleri. Sekilde jeldeki ilk kuyu 100

b¢’lik belirteg (marker) olup, diger 7 kuyu calisma gruplarindan rastgele secilen
ornekleri temsil etmektedir. 3. ve 6. kuyular FF, homozigot yabanil genotipi (272 bg);
8. kuyu ff, homozigot mutant genotipi (198+74 bg); 2.,4.,5.,7. kuyular Ff, heterozigot

mutant genotipi gostermektedir.

4.2.2. VDR Geni Taql rs: 731236 Polimorfizm

PZR iiriinleri %2’lik agaroz jelde goriintiilendikten sonra Taql restriksiyon
endoniikleaz enzimiyle kesim islemi yapildi. Kesim islemi sonrasinda elde edilen
iriinler %2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildi. Taql enzimiyle yapilan kesim
islemi sonrast Tt heterezigot mutant genotip icin 347, 293 ve 54 bg¢’lik bantlar
gozlemlenirken, tt homozigot mutant genotipte 293 ve 54 bg’lik bantlar izlendi. TT
homozigot normal genotipte 347 b¢’lik biiytikliigiinde tek bant goriildi (Sekil4-5).
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Sekil 4-5: VDR geni Taql rs:731236 PZR-RFLP iiriinleri. Sekilde jeldeki ilk kuyu 100 bg’lik

belirteg (marker) olup, diger 4 kuyu g¢alisma gruplarindan rastgele se¢ilen drnekleri
temsil etmektedir. 5. kuyu TT, homozigot yabanil genotipi (347 bg); 3. kuyu ftt,
homozigot mutant genotipi (293+54 bg); 2. ve 4. kuyular Tt, heterozigot mutant

genotipi gostermektedir.

4.2.3. VDBP Geni rs: 7041 Polimorfizm

PZR iiriinleri %2’lik agaroz jelde goriintiilendikten sonra Haelll restriksiyon
endoniikleaz enzimiyle kesim islemi yapildi. Kesim islemi sonrasinda elde edilen
iriinler %2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. Haelll enzimiyle yapilan kesim
islemi sonrast TG heterezigot mutant genotip icin 482, 298 ve 184 b¢’lik bantlar
gozlemlenirken, GG homozigot mutant genotipte 298 ve 184 b¢’lik bantlar izlendi. TT
homozigot normal genotipte 482 b¢’lik biiytikliigiinde tek bant goriildii (Sekil 4-6).
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Sekil 4-6: VDBP geni rs: 7041 PZR-RFLP iiriinleri. Sekilde jeldeki ilk kuyu 100 bg¢’lik

belirteg (marker) olup, diger 7 kuyu c¢alisma gruplarindan rastgele segilen 6rnekleri
temsil etmektedir. 4. Kuyu TT, homozigot yabanil genotipi (482 bg); 5-7. kuyular GG,
homozigot mutant genotipi (298+184 bg); 8. kuyu TG, heterozigot mutant genotipi

gostermektedir.

4.3. Istatistiksel Analiz Sonras1 Bulgular

Calismamiz 77 mide kanseri hastast ve 84 saglikli kontrol grubundan
olusmaktadir. Hasta grubunda 32 (%41.6) kadin ve 45 (% 58.4) erkek, kontrol grubunda
46 (%54.8) kadin, 38 (% 45.2) erkek birey bulunmaktadir. Hasta ve kontrol gruplarinda
cinsiyet dagilimi acisindan istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamigtir
(p=0.094). Hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki yas ortalamalari ise sirasiyla 56.7 £ 1.74
ve 51.42 + 2.41 olarak bulunmus olup (p> 0.05), calisma gruplar1 yas ve cinsiyet

dagilimlar1 agisindan dengelidir.

Mide kanseri ve kontrol grubundaki bireylerin demografik ve klinik verileri

Tablo 4-1 ve Tablo 4-2’de yer almaktadir.
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Tablo 4-1: Calisma grubunun yas ve cinsiyet verileri.

Hasta n=77 (%) Kontrol n= 84 (%) )
Yas 56.7+11.92 51.42 £ 11.06 >0.05
Cinsiyet
Erkek 45 (58.4) 38 (45.2)
0.094
Kadin 32 (41.6) 46 (54.8)

N, kisi say1s; p, hasta ve kontrol gruplar arasindaki anlamlilik degeri. Tabloda X+SD olarak verilen degerlerin
Gruplar arasindaki farklilik Mann Whitney - U testi ile incelenmistir (X: Ortalama, SD: Standart sapma). Tablodaki
% ve ornek sayisi olarak verilen degerlere ait gruplar arasindaki farklilik ki-kare (y2) ve ileri ki-kare (y2) testleri ile

incelenmistir.




Tablo 4-2: Mide kanseri hastalarmin klinik verileri.

47

Klinik veriler %

Timor Evresi

I 2
II 14.3
11} 42.9
v 40.8

Lenf Nodu Metastaz
NO 10.2
N1 28.8
N2 28.8
N3 12.2
Uzak Metastaz
Var 30.6
Yok 69.4
Timor Lokalizasyonu

Kardiya 13.3
Artnum ve Korpus 66.7

Diger 20

Nekroz

Var 6.5

Yok 93.5
Perianal invazyon
Var 17.4
Yok 82.6
Anjiolenfatik Invazyon
Var 6.5
Yok 93.5
Tiumor Histolojisi
Adenokarsinom 65
Tash yiiziik 35

Tablodaki % ve drnek sayisi olarak verilen degerlere ait gruplar arasindaki farklilik ki-kare (2) ve ileri ki-kare (2)

testleri ile incelenmistir.

VDR geninde Fokl rs: 2228570 ve Taql rs: 731236 ve VDBP genine ait rs:7041

polimorfizmleri mide kanseri hastalar1 ve kontrol gruplariyla karsilastirildiginda,
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genotip dagilimi ve allel frekansi acisindan istatistiksel olarak anlamli bir iligki

bulunmamastir (p> 0.05) (Tablo 4-3).

Tablo 4-3: Mide kanseri hastalarinda ve control gruplarinda VDR geninde rs: 2228570 ve

Taql rs: 731236 ve VDBP geni rs:7041 polimorfizmlerine ait genotip ve allel

frekansi
Genotip ve Hasta n= 77 (%) Kontrol n=84 (%) )
Alleller
TT 20 (26) 30 (35.7) 0.285
o
S Tt 38 (49.4) 40 (47.6)
en
{
& tt 19 (24.7) 14 (16.7)
=
[}
: T allel 78 (50.6) 100 (59.5) 0.109
a
> t allel 76 (49.4) 68 (40.5)
FF 37 (48.1) 42 (50) 0.285
(=]
o~
2 Ff 35 (45.5) 31 (36.9)
N
4 ff 5(6.5) 11 (13.1)
=
= F allel 109 (70.8) 115 (68.5) 0.65
o
S f allel 45 (29.2) 53 (31.5)
TT 12 (15.6) 9 (10.7) 0.140
- TG 32 (41.6) 48 (57.1)
<
(=]
' GG 33 (42.9) 27 (32.1)
=™
==}
= T allel 56 (36.4) 66 (34.3) 0.589
G allel 98 (63.6) 102 (60.7)

P, hasta ve kontrol gruplar arasindaki anlamlilik degeri.

Tablodaki % ve drnek sayisi olarak verilen degerlere ait gruplar arasindaki farklilik ki-kare (2) ve ileri ki-kare (32)

testleri ile incelenmistir.
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VDR geninde Fokl rs: 2228570 polimorfizmi mide kanseri hastalarinda klinik veriler ile
incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunamamistir (p>0.05) (Tablo 4-

4).

Tablo 4-4:VDR geni FoKI rs: 2228570 polimorfizmi genotipinin hastalarin klinik verileri
iizerinde dagilimi.

Klinik Parametreler/ FF Ff ff p
Genotipler (%) (%) (%)
Cinsiyet
Kadin 43.8 46.9 94 0.626
Erkek 51.1 44 .4 4.4

Timor Evresi

HIv 58.5 39.0 2.4 0.302
/1 37.5 50.0 12.5
Lenf Nodu Tutulumu
N+ 56.8 38.6 4.5 0.619
N- 40.0 60.0 -
Uzak Metastaz
Var 46.7 533 - 0.369
Yok 58.8 35.3 5.9
Nekroz
Var 100 - - 0.291
Yok 53.5 41.9 4.7

Perianal invazyon

Var 87.5 12.5 - 0.148
Yok 50.0 44.7 5.3

Anjiolenfatik Invazyon

Var 100 - - 0.291
Yok 535 41.9 4.7

P, hasta ve kontrol gruplar arasindaki anlamlilik degeri.

Tablodaki % ve drnek sayisi olarak verilen degerlere ait gruplar arasindaki farklilik ki-kare (2) ve ileri ki-kare (32)

testleri ile incelenmistir.
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VDBP geni rs: 7041 polimorfizminin klinik parametrelerle iliskisi Tablo 4-5’de
gosterilmistir. VDBP rs7041 T alleli, erkeklerde kadinlara oranla anlamli bir sekilde
yiiksek bulunmustur (%66.7—%43.8, OR: 1.524; %95 GA: 0.978- 2.375; p= 0.045).

Tablo 4-5: VDBP geni rs: 7041 polimorfizmi genotipinin hastalarin klinik verileri iizerinde

dagilimi.
Klinik Parametreler/ TT TG GG P
Genotipler (%) (%) (%)
Cinsiyet
Kadin 9.4 34.4 18 (56.2) 0.115
Erkek 20 46.7 15 (33.3)
Timor Evresi
/v 17.1 43.9 16 (39) 0.394
/1x - 62.5 3(37.5)
Lenf Nodu Tutulumu
N+ 15.9 43.2 40.9 0.273
N- - 80.0 20.0
Uzak Metastaz
Var 13.3 46.7 40.0 0.989
Yok 14.7 47.1 38.2
Nekroz
Var 333 - 66.7 0.224
Yok 14.0 51.2 34.9

Perianal invazyon

Var 37.5 25.0 37.5 0.122
Yok 10.5 52.6 36.8

Anjiolenfatik

Invazyon
Var 333 - 66.7 0.224
Yok 14.0 51.2 34.9

p, hasta ve kontrol gruplar arasindaki anlamlilik degeri. Tablodaki % ve 6rnek sayisi olarak verilen degerlere ait

gruplar arasindaki farklilik ki-kare (y2) ve ileri ki-kare ()2) testleri ile incelenmistir.
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Mide kanseri klinik verileri ile VDR Taql rs: 731236 genotip ve allel dagilimlari
degerlendirildiginde, istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilememistir. Bununla
birlikte, ileri evre (timor evresi III/IV) hastalarmmda TT, Tt ve tt genotip frekanslari
%17.1, %A43.9, %39.0 iken erken evredeki hastalarda homozigot mutant genotipe
rastlanmamis, TT ve Tt genotip frekanlar1 esit oranda bulunmustur. Bununla birlikte,
erken evreli TT genotipine sahip hastalarin frekansinin ge¢ evredeki hastalara gore

yiiksek oldugu tespit edilmistir (p= 0.063) (Tablo 4-6)

Tablo 4-6: VDR rs: 731236 polimorfizmi genotipinin hastalarin klinik verileri iizerinde

dagilimi.
Klinik Parametreler/ TT Tt tt y
Genotipler (%) (%) (%)
Cinsiyet
Kadin 333 44.4 22.2 0.218
Erkek 15.6 56.2 28.1
Tiimor Evresi
111000 17.1 43.9 39.0 0,063
I 50.0 50.0 -
Lenf Nodu Tutulumu
N+ 18.2 47.7 34.1 0.103
N- 60.0 20.0 20.0
Uzak Metastaz
Var 20.0 53.3 26.7 0.127
Yok 23.5 41.2 353
Nekroz
Var - 10.0 - 0.124
Yok 233 39.5 37.2
Perianal invazyon
Var - 50.0 50.0 0.241
Yok 26.3 42.1 31.6
Anjiolenfatik invazyon
Var - 100 - 0.124
Yok 233 39.5 37.2

P, hasta ve kontrol gruplar arasindaki anlamlilik degeri. Tablodaki % ve drnek sayist olarak verilen degerlere ait

gruplar arasindaki farklilik ki-kare (y2) ve ileri ki-kare ()2) testleri ile incelenmistir.
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Hasta ve kontrol grubuna ait ortalama 25(OH)D vitamin diizeyleri Tablo 4-7°de
gosterilmistir. Mide kanseri hasta gruplarmin 25(OH)D vitamin diizeyleri serumda
ortalama 14.94 + 12.74 ng/ml olarak bulunmustur. Kontrol grubunda ise yaklasik olarak
14.08 £ 9.39 ng/ml olarak tespit edilmistir. Mide kanseri hastalar1 ve kontrol gruplari
arasinda 25(OH)D vitamin diizeyleri a¢isindan istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunamamistir (p> 0.05). Bununla birlikte, mide kanseri hastalar1 ve kontrol
gruplariin 25(OH)D vitamin diizeylerini cinsiyet bakimindan da karsilastirdigimizda

istatistiksel olarak anlamlilik elde edilmemistir (p> 0.05).

Tablo 4-7: Hasta ve kontrol grubunda 25(OH)D serum diizeyleri.

Hasta Kontrol D
Serumda
25(OH)D Diizeyi 14.94 + 12.74 14.08 £ 9.39 0.74
ng/ml

Mide kanseri hastalarinda ve kontrol gruplarinda VDR geni FokI rs: 7041 ve
Taql rs: 731236 ve VDBP geni rs: 7041 polimorfizmlerin genotip dagilimlarina gore
serum D vitamini ortalamalar1 Tablo 4-8’da gosterilmistir. Bulgularimiz hasta ve

kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmadigini gostermistir (p> 0.05).
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Tablo 4-8: VDR geninde rs: 2228570 ile rs: 731236 ve VDBP geninde rs: 7041
polimorfizmlerin genotip dagihimlarma gore serumda 25(OH)D diizeyleri.

Hasta Grubu Ortalamasi

ve Standart Hata

Kontrol Grubu Ortalamasi

ve Standart Hata

Genotipler (%) (%)
VDR rs: 2228570
FF 16.58 + 15.7 14.57 + 11.66
Ff 13.86 + 9.87 1451+7.4
ff 11.21+7.8 11.66 +6.91
VDR rs: 731236
TT 8.58 % 2.89 11.79 £ 6.11
Tt 15.03 £ 14.10 14.27 +11.59
it 18.83 + 10.51 15.95 £ 5.58
VDBP rs: 7041
TT 16.30 + 9.58 15.09 + 8.91
TG 10.98 £ 6.10 13.53+11.06
GG 17.56 + 16.96 14.76 £ 6.74

Tabloda X+SD olarak verilen degerlerin Gruplar arasindaki farklilik Mann — Whitnet U testi ile incelenmistir (X:

Ortalama, SD: Standart sapma).

Holick ve ark. (2009) yapmis oldugu ¢alismada D vitamini diizeylerinde < 20

ng/mL eksiklik, 21-29 ng/mL yetersizlik, > 30 ng/mL yeterlilik olarak kabul

edilmektedir (85). Ulkemizde serumda &lgiilen 25(OH)D diizeyinin 30 ng/ml altinda

olmasi D vitamini agisindan eksiklik olarak kabul edilmektedir.
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Tablo 4-9:D vitamini serum diizeyi durumu.

D vitamini Diizey Durumu 25(OH)D
>30 ng/mL
(Yeterlilik)
(30-20] ng/mL
(Yetersizlik)
(20-10] ng/mL
(Eksiklik)
<10 ng/mL
(Ciddi Eksiklik)

Calismamizda D vitamini diizeyleri Tablo 4-9°daki gibi kategorize edildikten
sonra mide kanseri hastalar1 ve kontrol gruplarinda analiz edilmis ve mide kanseri
hastalar1 ile kontrol gruplarinda D vitamini eksikligi agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir iliski bulunmamistir (p> 0.05) ( Tablo 4-10). Calisma gruplarinda D
vitamini diizeyleri ortamasi < 20 ng/mL oldugundan tabloda ciddi eksiklik durumunu
gosteren 10 ng/mL degerine goére karsilastirma yapilmistir. Bununla beraber, mide
kanseri hastalarinda ve kontrol gruplarinda VDR geni FokI rs: 7041 ve Taql rs: 731236
ve VDBP geni rs: 7041 polimorfizmlerin genotip dagilimlar1 da Tablo 4-9’a gore
simiflandirilarak incelendiginde de istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde

edilememistir (p> 0.05) (Tablo 4-11).

Tablo 4-10: Hasta ve kotnrol grubunda D vitamini eksikligi goriilme oranlar.

D vitamini Diizeyi Durumu <10 ng/ml (%) >10 ng/ml (%)
Hasta 40.6 35.3
Kontrol 59.4 64.7
Kadin 60.0 33.3
Erkek 40.0 66.7

Tablodaki % ve 6rnek sayisi olarak verilen degerlere ait gruplar arasindaki farklilik ki-kare (y2) ve ileri ki-kare (32)

testleri ile incelenmistir.




Tablo 4-11: VDR geninde rs: 2228570 ile rs: 731236 ve VDBP geninde rs: 7041
polimorfizmlerin genotip dagilimlarina gore serumda D vitamini eksikligi

55

oranlari.
Genotipler / Serum D <10 ng/ml (%) >10 ng/ml (%)
Vitamini Durumu (%) (%)
VDR rs: 2228570
FF 46.7 50.0
Ff 40.0 44.4
ff 13.3 5.6
VDR rs: 731236
TT 20.0 5.6
Tt 66.7 72.2
tt 13.3 22.2
VDBP rs: 7041
TT 13.3 22.2
TG 46.7 27.8
GG 40.0 50.0

Tablodaki % ve 6rnek sayisi olarak verilen degerlere ait gruplar arasindaki farklilik ki-kare (y2) ve ileri ki-kare (32)

testleri ile incelenmistir.
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5. TARTISMA

Kanser diinya iizerinde onde gelen 6liim nedenlerinden biridir (12) ve mide
kanseri en yaygin dordiincii kanser tiirii olup ikinci sirada mortalite oranina sahiptir (1).
Mide kanseri risk faktorlerinde ilk akla gelen H. pylori enfeksiyonu olsa da beslenme ve
diyet gibi yasam tarzi faktorlerinin etkileri de oldukc¢a biiyiiktiir. Beslenme faktorleri

arasinda D vitamini durumu son yillarda biiyiik ilgi gérmiistiir. (39).

Literatiirde, mide kanseri ile D vitamini diizeyi ve D vitamini yolagindaki kritik
polimorfizmlerin arasindaki iligkiyi inceleyen arastirmalar olduk¢a azdir ve yapilan
caligmalardan elde edilen sonuglar celiskilidir (129). Tiirk popiilasyonunda mide
kanserlerinde D vitamini diizeyi ile VDR ve VDBP genlerindeki polimorfizmler
arasindaki iliskiyi inceleyen calismalara da rastlanmamistir. Dolayisiyla bu ¢alismada,
Tiirk popiilasyonunda D vitamini diizeyi ile VDR geni Fokl rs:2228570, Taql rs:731236
polimorfizmleri ve VDBP geni rs:7041 polimorfizm dagilimi tespit edilerek, elde edilen
bulgular klinik parametrelerle karsilagtirilmis ve hastalik riski iizerine etkisi

incelenmistir.

La Veccia ve ark. (1994) yapmis oldugu c¢alismada beslenme aligkanliklari
dikkate alinarak seg¢ilen bazi mikrobesinler, mide kanseri riski agisindan arastirilmis ve
D vitamini alimi ile mide kanseri arasinda anlamli pozitif bir iliski bulunmustur (OR:
1.35; %95 GA: 1.00-1.83) (133). Chen ve ark. (2007) yapmis oldugu calismada,
arastiricilar mide kanseri hasta grubunu kardiya ve kardiya olmayanlar olarak iki gruba
ayirmis, hem kardiya (OR:1.11; %95 GA: 0.80-1.55; p= 0.49) hem de kardiya olmayan
(OR:1.10; %95 GA: 0.60-2.01; p= 0.39) hasta gruplarinda serum 25(OH)D
konsantrasyonunun mide kanseri ile iliskisinin olmadigini rapor etmislerdir (134).
Khayatzadeh ve ark. (2015) yapmis oldugu bir meta-analizde serum D vitamini
diizeyleri ile mide kanseri arasindaki iligkiyi arastiran iic makale incelenmis ve istatiksel
olarak anlamli olmayan bir iliski tespit edilmistir (p= 0.42) (129). Vyas ve ark. (2016)
49 mide kanseri ve 49 kontrol grubuyla yapmis oldugu ¢aligmada, serumda D vitamini
eksikliginin prevelansi, mide kanseri hastalarinda (%83) kontrol grubuna (%63.27) gore

onemli derecede yiiksek bulunmustur (135).

Calismamizda mide kanseri hastalarinda ortalama D vitamini diizeyi 14.94

+12.74 ng/ml iken saglikli bireylerde ortalama 14.08 + 9.39 ng/ml olarak tespit
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edilmistir. Mide kanseri hastalar1 ve kontrol gruplar1 arasinda 25(OH)D vitamin
diizeyleri acisindan karsilastirildiginda literatiirle uyumlu olacak sekilde istatistiksel

olarak anlamli bir iligki tespit edilmemistir (p > 0.05).

Ren ve ark. (2012) yapmis oldugu arastirmada mide kanseri hastalarinda
serumda D vitamini diizeyi incelendiginde %8.1’inde yeterli diizede oldugu;
%57.9’unda eksik oldugu goriilmiistiir. Ayn1 ¢aligmada 197 mide kanseri hastasinda
ortalama D vitamini diizeyi 49,85 + 23.68 nmol/L olarak bulunmustur (en diistik 7,26 en
yiiksek 260.47 nmol/L) (4). Ogiis ve ark. (2015) Tiirk popiilasyonunda 4168 hasta
(hasta Orneklerinin geldigi boliimler; endokrinoloji, i¢ hastaliklari, fiziksel tip ve
rehabilitasyon, ¢ocuk sagligi hastaliklar1 ve diger boliimlerden olugmaktadir) ile yapmis
oldugu caligsmaya baktigimizda serum D vitamin diizeyleri degerlendirilmis, ortalama D
vitamini diizeyleri 22.80 + 13.27 ng/ml (kadinlarda 22.49 + 13.88, erkeklerde 23.73 +
10.57 ng/ml) olarak rapor edilmistir ve hasta grubunun %47’sinde (kadin %350’si
erkeklerin %38’inde ) D vitamini yetersizligi ( < 20 ng/ml) tespit edilmistir (136).

Serumda 6l¢giilen 25(OH)D diizeyinin 30 ng/ml altinda olmasi D vitamini
acisindan eksiklik olarak kabul edilmektedir. Mevsimsel farkliliklar, diyet aliskanliklari,
giines 15181ma maruziyet gibi nedenlerin D vitamini serum diizeylerini etkiledigi
bilinmektedir. Hasta grubunun %40.6’sinda kontrol grubunun %59.4’iinde D vitamini
seviyesinin eksik oldugu tespit edilmis olup, kadinlarin %60°1nda erkeklerin %40’ 1inda
D vitamini eksikligi goriilmiistiir (p> 0.05). Bununla beraber, elde edilen sonuglarimiz
her iki calisma grubunda D vitamini diizeyinin 20-10 ng/mL araliginda oldugunu;
kontrol grubu verileri ise bulgularimizin Tiirk toplumundaki diisik D vitamini

seviyeleriyle uyumlulugunu gostermektedir.

D vitamini sadece bir vitamin olmayip ayn1 zamanda steroid hormon sinifinda
yer alan bir molekiil oldugundan hiicre i¢indeki genomik ve genomik olmayan etkileri
bircok kanser tiiriinde ve kronik hastaliklarda arastirilmaktadir. D vitamini hormon
etkisini VDR aracilig1 ile gergeklestirmektedir. Genomik olarak hiicre i¢ine giren la-
25(OH)D, VDR ve retinoik asit X reseptoriine (RXR) baglanarak kompleks bir yap1
olusturur. Bu kompleks yap1t DNA iizerinde D vitamini cevap elemanlarina baglanabilir
ve trasnkripsiyon faktorleri lizerinden hiicrede; apoptozu, proliferasyonu, diferansiyonu,
oksidatif stresi, DNA onarimini ve hiicre metabolizmasint diizenlemektedir. Genomik

olmayan etkisi ile direkt membrandaki VDR’ye baglanarak ikincil habercilerin
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sinyalizasyonunu iizerinde rol oynar. VDR proteini, VDR geni tarafindan
kodlanmaktadir. VDR geninde bir¢ok polimorfizm saptanmis olup bunlarin en yaygin
bilinenleri Fokl, Bsml, Taql ve Apal restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin kesim

yaptig1 polimorfizmlerdir (87, 88, 90, 96, 102, 103, 106, 111).

Cong ve ark. (2015) yapmis oldugu arastirmada Fokl polimorfizmi arastirilmig
ve f alleli tasiyan (ff+Ff genotipi) mide kanseri hastalarinda bu allelin kontrol grubuna
gore yiiksekligi tespit edilerek (%77.5 ve %67.9 p< 0.005), f alleli tasitmanin mide
kanseri yatkinliginda 2.73 kat risk olusturacagi onerilmistir. Bununla birlikte, hasta ve
kontrol grubunda FokI polimorfizmini frekans dagilimi yas, cinsiyet ve sigara kullanimi
acisindan karsilagtirdiklarinda istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde etmemislerdir.
Ayni c¢alismada serum D vitamini ve kalsiyum diizeyleri, f alleli tasiyan ve tagimayan
mide kanseri hastalariyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir iliskinin
bulunmadig:r rapor edilmistir (137). Li ve ark. (2007) prostat kanseri hastalarinda
yapmis olduklar1 c¢alismada, D vitamininin anti-kanserojen bir etkisi oldugunu
bildirmisler ve D vitamini eksikligi olan hastalarda prostat kanserine yakalanma riskinin
yiiksek oldugunu, ayrica D vitamini eksikligi ile beraber Fokl polimorfizmi olan
bireylerde bu riskin daha da arttigini rapor etmislerdir (138). Mittal ve ark. (2007)
mesane kanseri hastalari ile yapmis olduklari ¢alismada, FF genotipli bireylerde mesane
kanserine yakalanma riskinin 2 kat arttigt bulunmustur (OR: 2.042; %95 GA: 0.803-
5.193) (139). Tiirk popiilasyonunda yapilan caligmalara baktigimizda, Yavuz ve ark.
(2011) Tip 1 diyabetli hastalarla yaptiklar1 caligmalarda FF, Ff ve ff genotip
frekanslarinin hasta grubunda sirasiyla %52, %39.3 ve %8.5 ve kontrol grubunda
sirastyla %44.8, %47 ve %8.2 olarak bilirmislerdir (140). Toptas ve ark. (2013)
yayinladiklar1 raporda, Fokl polimorfizmi ff genotipinin meningiom hastalarinda
(%15.9) kontrol grubuna (%2.5) gore 6nemli derecede artmis oldugunu ve ff genotipi
tagimanin meningiom riskini arttirabilecegini tespit etmigler (OR: 6.470; %95 GA:
1.749-23.926). Aym1 ¢alismada Taql polimorfizminin meningiom ve glioma ile
iligkisinin bulunmadigini bildirmislerdir (p> 0.05) (141). Kamisli ve ark. (2018)
yaptiklar1 c¢aligmada 167 multipl sekleroz (MS) ve 146 saglikli bireyde Fokl
polimorfizmini incelemis ve MS hastalari ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik tespit etmislerdir (p= 0.02) (142). Calismamizda VDR geninde FoklI rs:
2228570 polimorfizmin FF, Ff, ff genotip frekanslar1 mide kanseri hastalarinda sirasiyla
%48.1, %45.5 ve %6.5 ve kontrol grubunda %50 %36.9 ve %13.1 olarak tespit
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edilmistir ve genotip dagilimi ve allel frekansi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
iligki bulunamamistir (p> 0.05). Bununla beraber FokI rs: 2228570 polimorfizmi mide
kanseri hastalarinda klinik ile incelendiginde de istatistiksel olarak anlamli bir sonug

bulunamamastir (p>0.05).

Taylor ve ark. (1996) prostat kanserlerinde yapmis oldugu bir ¢alismada, Taql
polimorfizmi tt genotipinin prostat kanserine yakalanma riskini arttirdigini, ayni
zamanda da tt genotipinin yiiksek serum 1a-25(0OH).Ds diizeyleri ile iliskili oldugunu
bildirmislerdir (143). Calismamizda Mide kanseri hastalarinda ve kontrol gruplarinda
VDR geni FokI rs: 7041 ve Taql rs: 731236 ve VDBP geni rs: 7041 polimorfizmlerin
genotip dagilimina goére serumdaki 25(OH)D vitamin diizeyleri karsilagtirildigina

istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit edilemedi (p> 0.05)

Serrano ve ark. (2016) yapmis oldugu bir meta-analizde Taql polimorfizmine
sahip bireylerde kolorektal kanser riskinin %43 arttifin1 rapor etmislerdir (144).
Calismamizda VDR geninde Tagql rs: 731236 ve polimorfizmi mide kanseri hastalar1 ve
kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda genotip dagilimi ve allel frekansi agisindan
istatistiksel olarak anlaml bir iligki bulunmamaistir. Tiirk popiilasyonunda yapilan baska
caligmada, Dilmeg ve ark. (2009) ¢aligmamizla paralel olarak, 56 kolorektal kanserli ve
196 kontrol grubuyla yapmis olduklar1 arastirmada Taql polimorfizmi ve kolorektal
kanserine yatkinlik riski agisindan istatistiksel olarak anlamli bir iliskinin bulunmadigi
belirtilmistir (145). Calismamizda, erken evreli TT genotipine sahip hastalarin
frekansinin ge¢ evredeki hastalara gore yliksek oldugu tespit edilmis olup (p= 0.063),
TT genotipinin mide kanseri prognozuyla iliskili olabilecegi tespit edilmistir. Ayrica, tt
genotipine sahip erken evreli hastalarin ¢alisma grubunda rastlanamamasi ve geg evreli t
alleline sahip hastalarda TT genotipine gore yiiksek frekansin olmasi (p>0,05),
orneklem grubunun arttirilarak Taql polimorfiminin incelenmesinin gerekliligini ortaya

koymaktadir.

D vitamini yolaginda yer alan 6nemli proteinlerden biride VDBP’dir. D vitamini
ve metabolitleri plazmada biiyiikk oranda VDBP’ye baglanarak tasmirlar, bdylece,
VDBP hiicre ve dokuda D vitamini diizeyini de diizenler (117). VDBP geninde 120’den
fazla polimorfizm varyanti tesbit edilmistir. Yapilan ¢aligmalar, bu polimorfizmlerin
serumdaki VDBP diizeyini etkileyebilecegini ve islevini degistirebilecegini

gostermistir. VDBP geninde en sik goriilen ve ¢alisilan polimorfizmler 416. kodonda rs:
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7041 ve 420. kodonda rs: 4588 polimorfizmleridir. Yapmis oldugumuz literatiir
taramasinda mide kanseri ve rs: 7041 polimorfizmi ile ilgili yaymlanmis sadece bir
makale bulabildigimizden, caligmamizda rs: 7041 polimorfizminin mide kanseri
iizerindeki etkilerini arastirdik. Zhou ve ark. (2012) yapmis oldugu calismada
gastrointestinal kanserlerde VDBP genindeki polimorfizmleri incelemis, rs: 7041
polimorfizmi TT, TG ve GG frekanslarinin mide kanseri grubunda sirasiyla %51.04,
%44.79 ve %4.16 ve kontrol grubunda ise %48.5, %43.62 ve %7.84 olarak
bulundugunu ve elde ettikleri bu sonucun mide kanseri ile VDBP rs :7041 polimorfizmi
arasinda bir iligki gostermedigini rapor etmislerdir (121). Bununla birlikte, ¢esitli kanser
tirlerinde de rs: 7041 polimorfizmi incelenmistir. Maneechay ve ark. (2015) farkh
kanser tiirleriyle yapmis oldugu calismada rs: 7041 polimorfizmi incelenmis, 113 hasta
grubunun 61’inde TG genotipinin bulundugu ve TG genotipinin akciger kanseri ile
iligkili oldugu tespit edilmistir (p=0.37). Ayn1 ¢alismada VDBP geninde rs: 7041 ve rs:
4855 polimorfizmleri birlikte incelendiginde, 1F-2 (TT-CA) genotipinin akciger kanseri
riskine karst koruyu bir etkisi oldugu (p= 0.014), fakat meme ve kolorektal
kanserleriyle herhangi bir iliskisinin olmadig1 tespit edilmistir (146). Ulkemizde ise
Baykara ve ark. (2017) 77 akciger kanseri hastast ve 22 saglikli kontrol grubuyla
yapmis olduklar1 calismamiza benzer bir aragtirmada, rs: 7041 polimorfizmine ait
genotip dagiliminmi akciger kanseri hastalari ile kontrol grubu arasinda incelemis ve bu
polimorfizmin akciger kanseri ile iliskili olmadigini1 saptamislar (p= 0.35), ayni
zamanda allellerden herhangi birinin akciger kanseri riskinde yatkinliga ya da koruyucu

etkiye sahip olmadigini rapor etmislerdir (147).

Calismamizda VDBP genine ait rs:7041 polimorfizminin mide kanseri ile iligkisi
tespit edilmemistir. VDBP rs7041 T alleli mide kanseri hastalarinda klinik ve patolojik
parametreler ile karsilastirildigindan, erkeklerde kadinlara oranla anlamli bir sekilde
yiiksek bulunmustur (p= 0.045). Literatiirde mide kanseri insidansinin erkeklerde
yiiksek oldugu yapilan bir¢ok calisma ile bildirilmistir. Literatiirle uyumlu olacak
sekilde, calismamizda erkek cinsiyetinde olmanin ve ayrica VDBP T alleline sahip

olmanin mide kanserine yakalanma riskini yaklasik 1.5 kat arttirdig: tespit edilmistir.

Serumda D vitamini diizeyini degistiren bir ¢ok etmen olmasina ragmen (deri
pigmentasyonu, giyim tarzi, beslenme aligkanlig1 ve giines koruyucu kullanimi gibi) D

vitamini eksikligindeki temel etkenlerden biri de gilines 1s1gindan yeterince
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faydalanamamaktir (148). Ulkemizde D vitamini diizeyindeki eksikligin fazla olmasinin
nedenleri olarak; farkli giyim aligkanliklari, glines koruyu kullaniminin kadinlar
arasinda yayginlagmasi ve hazir gida tiiketiminin artmis olmasi disiiniilebilir. Kapali
giyim ve kis aylarinda UVB 1sinlarinin cilde ulagsmasini engellemesi nedeniyle D
vitaminin sentezini azaltabilir. Yapilan ¢aligmalarda gilines koruyucularin (SPF 15) ciltte

D vitamini sentezini %99 oraninda azalttig1 goriilmiistiir (149).

D vitamini ve mide kanseri arasindaki iligkiyi inceleyen c¢alismalarda, D
vitaminin hiicre igerisinde apoptozu uyarma, hiicre dongiisiinii durdurma ve hiicre
biliyimesini baskilamak gibi bir¢cok biyolojik siire¢ ile etkilesim i¢inde oldugu

gosterilmistir.
Sonug olarak,

Bulgularimiz, serum 25(OH)D diizeyi ile VDR ve VDBP polimorfizmleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliskinin olmadigin1 gostermektedir. Bununla
birlikte, Taql polimorfizminin hastalik prognozunda etkisinin olabilecegi, VDBP rs:
7041 T alleline sahip olma ve erkek cinsiyetinin mide kanseri riskini arttirabilecegi
tespit edilmis olup, elde edilen sonuglarin Tiirk toplumunda mide kanseri agisindan
degerlendirildiginde ilk verileri teskil etmesi agisindan literatiire katki saglayacagini
diistinmekteyiz. Bununla birlikte, mide kanseri ve D vitamini arasindaki iligskinin daha
net anlagilmasi i¢in D vitamini seviyeleri ile VDR rs: 2228570, rs: 731236 ve VDBP rs:
7041 polimorfizmlerinin daha biiyliikk gruplarda ve daha genis klinik veriler ile

gelistirilmesi gerekmektedir.
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FORMLAR

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu (BGOF)
(Hasta Goniillii Icin)

Calismanmin Adi: Mide Kanserlerinde D Vitamini Diizeyi Ile D Vitamini
Yolaginda Kritik Polimorfizimlerin incelenmesi.

Bu arasgtirmanin amaci, mide kanseri ile D vitamini seviyesi ve yolagindaki
kritik gen varyantlar1 arasindaki iliskiyi incelemektir. Arastirma i¢in sizden alinan kan
ornekleri kullanilacak, bu o6rnekler laboratuvarimizda calisilacaktir. Arastirmada size
herhangi bir tedavi siireci uygulanmayacaktir. Bu arastirmada 6ngoriilen siire 6 ay olup,
aragtirmada yer alan goniillii sayis1 77 kisidir.

Bu aragtirma ile ilgili olarak biz arastirmacilara kol damarinmizdan kan
orneklerinin alinmasina izin verip, verdiginiz doku ve kan orneklerinde calisma
yapmamiza yardimci olmaniz ve c¢alismanin sonucunda bilgi almaniz sizin
sorumluluklarimizdir.

Bu arastirmada sizin i¢in herhangi bir risk ve rahatsizlik durumu
bulunmamaktadir ayrica sizin i¢in beklenen yararlar sizden sonraki bireylerin mide
kanseri tedavilerine yarar saglamak olup bilim diinyasina dolayli yonden katkida
bulunmus olacaksiniz. Uzun donemde hastaligin gelisiminin daha iyi anlasilabilmesini
ve alternatif tedavi gelistirebilmek icin ¢alisma dnemlidir.

Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size hi¢bir 6deme yapilmayacaktir olup
proje BAP tarafindan desteklenmektedir. Ayrica, bu arastirma kapsamindaki biitiin
muayene, tetkik, testler ve tibbi bakim hizmetleri i¢in sizden veya bagl bulundugunuz
sosyal giivenlik kurulusundan higbir {icret istenmeyecektir. Goniillii olarak sizin
aragtirma iizerinde herhangi bir sorumlulugunuz bulunmamaktadir. Sizin i¢in herhangi
bir rahatsizlik veya risk ile karsilasmaniz s6z konusu degildir. Arastirmada yer almak
tamamen sizin isteginize bagli olup arastirmada yer almayi reddedebilirsiniz.
Reddetmeniz halinde yararimiza engel ya da cezai bir durum ortaya ¢ikmayacaktir.
Izleyiciler, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar size ait tibbi bilgilere

ulagilabilecek ancak bu bilgiler gizli tutulacaktir.
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Siz veya yasal temsilciniz bilgilendirilmis olur formunu imzalamakla bunu kabul
etmis olacaksiniz. Ayrica kimliginizi ortaya koyacak kayitlar da gizli tutulacaktir.
Arastirma esnasinda sizi ilgilendirecek bir bilgi s6z konusu oldugunda siz veya yasal
temsilcinize derhal haber verilecektir.

Arastirma hakkinda ek bilgiler almak i¢in ya da caligma ile ilgili herhangi bir
sorun, istenmeyen etki ve diger rahatsizliklar icin 0212 414 20 00-33326 nolu
telefondan Dog. Dr. Ozlem Kiigiikhiiseyin’e veya 0546 414 10 84 nolu telefondan
Sermin Durak’a ulasabilirsiniz.

Saymn Dogent Dr. Soykan Arikan tarafindan Istanbul Egitim ve Arastirma
Hastanesi Genel Cerrahi Klinigi’nde, tibbi bir aragtirma yapilacagini belirtilerek bu
aragtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir
arastirmaya “katilimc1” (denek) olarak davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam
hekim ile aramda kalmas1 gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda
da biiylik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim
ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi
konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak aragtirmacilari1 zor durumda birakmamak icin arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim). Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
disinda tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde,
her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastiimda; herhangi bir saatte,
Istanbul Universitesi Dahili Bilimler Anabilim Dali’ndan Profesér Dr. Filiz Akyiiz’ii
02124142000 ve Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi Klinigi’nden
Dogent Dr. Soykan Arikan’it 0532 523 58 55 numarali telefondan arayabilecegimi

biliyorum.
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Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Aragtirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim aciklamalar1 ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi1 gegen bu arastirma projesinde “katilime1”
(denek) olarak yer alma kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir
memnuniyet ve goniilliiliik i¢erisinde kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Hasta Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum, dinledim, anladim, istedigim
sorular1 sordum ve cevaplart aldim. Bu klinik arastirmaya goniillii olarak hicbir baski ve
zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

“Mide Kanserlerinde D Vitamini Diizeyi ile D Vitamini Yolaginda Kritik
Polimorfizimlerin Incelenmesi.” arastirmasi kapsaminda alinan kan ve doku

orneklerinin;

|| Sadece yukarida bahsi gegen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.
[ ] ileride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum.

| ] Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.

Goniilliiniin/ Goniillii yakinin;

Adi-soyadi:
Tarih:
Adresi:
Telefon no:

Imzasi:

Arastirma ekibinde yer alan ve yetkin bir arastirmacinin;

Adi-soyadi: Profesor Dr. Filiz Akyliz
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Tarih:

Adresi: Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Dahili Bilimler Anabilimdali Capa/
Istanbul

Telefon No: 0532 523 5855

Imzasi:

Arastirma ekibinde yer alan ve yetkin bir arastirmacinin;

Adi-soyadi: Dogent Dr. Soykan Arikan

Tarih:

Adresi: Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi Klinigi,
Samatya/Istanbul

Telefon No: 0532 523 5855

Imzasi:

Olur alma islemine basindan sonuna kadar tamkhk eden Kkurulus

gorevlisinin/ goriisme tamginin;

Adi-Soyadi:
Tarih:
Adresi:
Telefon no:

Imzasi:
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Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu (BGOF)
(Saghkh Géniillii I¢cin)

Calismanin Adi: Mide Kanserlerinde D Vitamini Diizeyi Ile D Vitamini

Yolaginda Kritik Polimorfizimlerin incelenmesi.
Bu arastirmanin amaci, mide kanseri ile D vitamini seviyesi ve yolagindaki kritik gen
varyantlar1 arasindaki iliskiyi incelemektir. Arastirma icin sizden alinan kan 6rnekleri
kullanilacak, bu 6rnekler laboratuvarimizda calisilacaktir. Aragtirmada size herhangi bir
tedavi siireci uygulanmayacaktir. Bu arastirmada ongoriilen stire 6 ay olup, arastirmada
yer alan goniillii sayis1 84 kisidir.

Bu aragtirma ile ilgili olarak biz arastirmacilara kol damarinmizdan kan
orneklerinin alinmasina izin verip, verdiginiz doku ve kan orneklerinde calisma
yapmamiza yardimci olmaniz ve c¢alismanin sonucunda bilgi almaniz sizin
sorumluluklarmizdir.

Bu arastirmada sizin i¢in herhangi bir risk ve rahatsizlik durumu
bulunmamaktadir ayrica sizin i¢in beklenen yararlar sizden sonraki bireylerin mide
kanseri tedavilerine yarar saglamak olup bilim diinyasmna dolayli yonden katkida
bulunmus olacaksiniz. Uzun donemde hastaligin gelisiminin daha iyi anlasilabilmesini
ve alternatif tedavi gelistirebilmek icin ¢alisma dnemlidir.

Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size hi¢bir 6deme yapilmayacaktir olup
proje BAP tarafindan desteklenmektedir. Ayrica, bu arastirma kapsamindaki biitiin
muayene, tetkik, testler ve tibbi bakim hizmetleri i¢in sizden veya bagl bulundugunuz
sosyal giivenlik kurulusundan higbir {icret istenmeyecektir. Goniillii olarak sizin
aragtirma iizerinde herhangi bir sorumlulugunuz bulunmamaktadir. Sizin i¢in herhangi
bir rahatsizlik veya risk ile karsilasmaniz s6z konusu degildir. Arastirmada yer almak
tamamen sizin isteginize bagli olup arastirmada yer almayi reddedebilirsiniz.
Reddetmeniz halinde yararimiza engel ya da cezai bir durum ortaya ¢ikmayacaktir.
Izleyiciler, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar size ait tibbi bilgilere
ulagilabilecek ancak bu bilgiler gizli tutulacaktir.

Siz veya yasal temsilciniz bilgilendirilmis olur formunu imzalamakla bunu kabul

etmis olacaksiniz. Ayrica kimliginizi ortaya koyacak kayitlar da gizli tutulacaktir.
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Arastirma esnasinda sizi ilgilendirecek bir bilgi s6z konusu oldugunda siz veya yasal
temsilcinize derhal haber verilecektir.

Arastirma hakkinda ek bilgiler almak i¢in ya da caligma ile ilgili herhangi bir
sorun, istenmeyen etki ve diger rahatsizliklar icin 0212 414 20 00-33326 nolu
telefondan Dog. Dr. Ozlem Kiigiikhiiseyin’e veya 0546 414 10 84 nolu telefondan
Sermin Durak’a ulasabilirsiniz.

Sayin Dogent Dr. Soykan Arikan tarafindan Istanbul Egitim ve Arastirma
Hastanesi Genel Cerrahi Klinigi’nde, tibbi bir aragtirma yapilacagini belirtilerek bu
aragtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir
arastirmaya “katilimc1” (denek) olarak davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam
hekim ile aramda kalmas1 gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda
da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim
ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi
konusunda bana yeterli gliven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak aragtirmacilari1 zor durumda birakmamak icin arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim). Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
disinda tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde,
her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastiimda; herhangi bir saatte,
Istanbul Universitesi Dahili Bilimler Anabilim Dali’ndan Profesér Dr. Filiz Akyiiz’ii
02124142000 ve Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi Klinigi’nden
Dogent Dr. Soykan Arikan’it 0532 523 58 55 numarali telefondan arayabilecegimi
biliyorum.

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Aragtirmaya

katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmayi
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reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim aciklamalar1 ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diigiinme siiresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilime1”
(denek) olarak yer alma kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir
memnuniyet ve goniilliiliik i¢erisinde kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Hasta Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum, dinledim, anladim, istedigim
sorular1 sordum ve cevaplart aldim. Bu klinik arastirmaya goniillii olarak hicbir baski ve
zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

“Mide Kanserlerinde D Vitamini Diizeyi ile D Vitamini Yolaginda Kritik
Polimorfizimlerin Incelenmesi.” arastirmasi kapsaminda alinan kan ve doku

orneklerinin;

|| Sadece yukarida bahsi gegen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.
[_1 ileride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum.

| ] Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.

Goniilliiniin/ goniillii yakininin;

Adi-soyadi:
Tarih:
Adresi:
Telefon no:

Imzasi:

Arastirma ekibinde yer alan ve yetkin bir arastirmacinin;

Adi-soyadi: Profesor Dr. Filiz Akytiz
Tarih:
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Adresi: Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Dahili Bilimler Anabilimdali Capa/
Istanbul
Telefon No: 0532 523 5855

Imzasi:

Arastirma ekibinde yer alan ve yetkin bir arastirmacinin;

Adi-soyadi: Dogent Dr. Soykan Arikan

Tarih:

Adresi: Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi Klinigi,
Samatya/Istanbul

Telefon No: 0532 523 5855

Imzasi:

Olur alma islemine basindan sonuna kadar tamkhk eden Kkurulus
gorevlisinin/ goriisme tamginin;

Adi-Soyadi:

Tarih:

Adresi:

Telefon no:

Imzasi:
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