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Amag: Calismamizda, Sitokrom p450 enzimlerini kodla-
yan CYP ve vitamin K epoksit rediiktaz kompleks
subilinit 1 enzimini kodlayan VKORC1 genlerinin alt
gruplarindaki tek niikleotit polimorfizmlerinin bireysel
ve ortak etkilerinin prostat kanseri hastalarinda arasti-
rilmasi amag¢lanmistir.

Gereg¢ ve Yontem: Calismamiza 48 prostat kanseri tani-
Ii erkek hasta ve 48 saglikli erkek birey dahil edildi.
Hasta grubu prostat tanisi almis yas aralig1 49-86 olan
gonilli bireylerden, kontrol grubu ise prostat kanseri
olmadig1 belirlenmis, 51-86 yas grubundaki goniilli
bireylerden secilmistir. Katilimcilarin genomik DNA'la-
rinin PCR {iriinleri mikroarray yontemi ile ayrintili ola-
rak genotiplenmistir.

Bulgular: CYP2C9 ve VKORC1 enzimlerini kodlayan
genlerin alt gruplarinin polimorfizm karsilastirmalar:
hasta ve kontrol grubu arasinda yiizde olarak dnemli
farklar gostermistir. Ornegin VKORC1 6853 G>C
polimorfizmi icin kontrol grubunda CC alleli %25 iken
hasta grubunda %34,5 olarak tespit edildi. Ayrica
CYP2C9 *3 A>C degisimi i¢in kontrol grubunda CC alleli
%79,16 iken hasta grubunda %87,5 olarak tespit edil-
mistir.

Sonug: Calismamizda ylizde olarak hasta ve kontrol
grubunda onemli farklar gorilmistir. CYP2C9 ve
VKORC1 geninin alt gruplarinin analizleri sonucunda
istatistiksel anlamlilik tespit edilmemistir. Bunun sebe-
binin 6rnek sayis1 azlig1 ile alakal oldugu ve ileri ¢alis-
malarin konuyu aydinlatacag: diistinilmiistar.

Anahtar kelimeler: VKORC1, CYP2(C9, Sitokrom p450,
Prostat, Kanser

*Bu calisma “10. Ulusal Tibbi Genetik Kongresinde” Poster
sunumu olarak sunulmustur. Uludag Universitesi - Bursa 2012.
**Bu calisma Abant Izzet Baysal Universitesi Bilimsel Arastir-
ma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.

Makale Gelis Tarihi : 30.07.2018
Makale Kabul Tarihi: 28.03.2019

ABSTRACT

Objective: Our aim was to investigate possible effects
of the genes encoding cytochrome p450 (CYP) and vita-
mine K epoxide reductase complex subunit 1 (VKORCI)
in prostate cancer patients.

Methods: 48 prostate cancer diagnosed and 48 healty
males were included in our study. The volunteers’ age
range with prostate cancer was 49-86, while the control
group’s was 51-86 years. Genomic DNA was amplified
with PCR, targeted regions were genotyped using
microarray.

Result: The percentages between patient and control
groups showed significant differences when the genes
encoding CYP2C9 and VKORC1 enzymes were
compared. For example, the CC allele of VKORC1 6853
G> C polymorphism found to be %25 in the control and
%34.5 in the patient group. In addition CC allele of
CYP2C9* 3 A> C change found %79.16 in the control and
%87.5 in the patient group.

Conclusion: Significant differences were seen in
number and percentage of patients and control groups
in our study. As a result of analysis of the subgroups of
CYP2C9 gene and of the VKORC1 gene, statistical
significance was not observed, nevertheless, we expect
statistical significiance when the numbers of individual
is increased.
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GIRIS

Prostat kanseri tiim diinya iilkelerinde yasayan erkek-
lerde en sik goriilen kanser tiirii olup, kanserin yol a¢tig1
6lim nedenleri arasinda akciger ve kolon kanserlerin-
den sonra ikinci sirada yer almaktadir. Prostat kanseri
yasla birlikte artis gosterdiginden gelismis olan tilkeler-
de 6nemli bir saglik problemi olusturmaktadir (1).Pros-
tat kanseri llkeler arasinda farklihk gostermektedir.
Bunun nedeninin genetik, cevresel faktorler ve etnik
yapl ¢esitliliginden kaynaklandig1 bilinmektedir (2).
Prostat kanserinde genetik etkinin %5-10 oraninda
oldugu iddia edilmektedir (3) Sitokrom p450 (CYP450)
monooksijenaz enzimleri olgun eritrosit ve iskelet kasi
hiicreleri disinda, tiim memeli hiicre tiplerinde bulunan
bir hem-protein ailesini tegkil ederler. CYP ailesi genis
alt gruplara, alt gruplar da ¢esitli polimorfizmlere sahip-
tir (4). CYP enzimlerini kodlayan genlerde olusan
polimorfimzler protein ekspresyonunda azalma ya da
artmaya sebep olmaktadir. Bunun sonucunda da birgok
endojen maddenin metabolizmasinda bozulmalar mey-
dana gelmekte ve sonug olarak basta kanser olmak tize-
re birgok hastalik meydana gelmektedir. Ornegin testos-
teron metabolizmasinda yer alan CYP344’de olusan
polimorfizmin basta prostat kanseri olmak iizere birgok
kanser tirtne yatkinlik olusturdugu bildirilmistir (5).
Ayrica sitokrom p450 enzim defektlerinin karaciger ve
prostatda testosteronu inaktive ettigi bildirilmistir (6).
Bu bilgiler 15181nda biz de ¢alismamizda CYP2(9 alt gru-
bunun polimorfizmlerini analiz ettik. Sectigimiz
polimorfizmlerin kanser olusum mekanizmasina etkile-
rini arastirdik. Sectigimiz polimorfizmler kanser meka-
nizmasinda en ¢ok calisilan ve fenotipe etki eden *2, *3,
*4,*5,*6,*11'dir (7).

Prostat kanserinde iligkili oldugunu diistindiigiimiiz bir
diger parametre olan vitamin K, bir¢cok biyokimyasal
yolakta kofaktdr olarak gorev alir. Bunlarin en 6nemlisi
vitamin K bagimh karboksilasyon reaksiyonlaridir (8).
Vitamin K'nin kofaktér gorevini siirdiirebilmesi igin
kinon formunun kinol sekline indirgenmesi gerekmek-
tedir. Bu doniisiim vitamin K epoksit rediiktaz kompleks
subiinit 1 enzimi (VKORC1) ile olmaktadir (9). Netice
olarak VKORC1 geni vitamin K'nin kofaktér gorevini
stirdiirmede kilit rol oynamaktadir. Bu durumda
VKORC1 geninin vitamin K metabolizmas1 {izerinden
kanser mekanizmasinda 6énemli bir rol oynadig diisii-
nillmektedir (10). K vitamininin kanser hiicrelerinin
biiylimesini in vivo ve in vitro olarak inhibe ettigi tespit
edilmistir (11,12). K vitamini aktivitesinin anjiogenezi
inhibe ettigi de bulunmustur (10). Simdiye dek VKORC1
geninin alt gruplarinda 28 polimorfizm tespit edilmistir
(13). Biz ¢calismamizda bu 28 polimorfizmden en yaygin
olan ve fenotipe yansiyan etkisi daha belirgin olan 8
tanesini (3673G>A, 6009C>T, 6484C>T, 6853G>C,
7566C>T, 8773C>T, 9041 G>A,5808 T>G) calistik.
Calismamiz ile ilk defa prostat kanseri hastalarinda,
sitokrom p450 2C9 (CYP2C9) ve VKORC1 gen
polimorfizmlerinin muhtemel ortak etkilerinin arastiril-
masl1 ve prostat kanserinde CYP2C9 ve VKORC1 alt grup-
larina iliskin gen bolgelerindeki tek niikleotit
polimorfizmlerin (SNP) populasyonumuza 6zgii genotip
dagilimini belirlemeye calistik. Bu iki gen ve bunlarin alt
gruplarindaki polimorfizmlerin birlikteliginin prostat
kanserine muhtemel etkisinin daha 6nemli oldugu lite-
ratiir taramalarinda goriilmiistiir. Buna dayanarak bizde

¢alismamizda CYP2C9 ve VKORC1 genlerinin alt grupla-
rindaki polimorfizmleri beraber arastirmay1 6ngoérdiik.

GEREC VE YONTEM

Calismaya katilan bireyler, Abant izzet Baysal Tip Fakiil-
tesi Uroloji Anabilim Dali tarafindan takip edilen ve
prostat kanseri tanisi almis ve tedavileri bu yénde olan
hastalar arasindan secildi. Calismamiz i¢in gerekli etik
kurul onay1 ve bilgilendirilmis hasta olur formlar1 6nce-
den alindi. (22/02/2011 tarihli ve B:30.2.AiB0.0.20.05.
04.-050.01.04-40 sayih etik kurul) Hastalar prostat kan-
seri teshisi konmus 49-86 yas arasi bireylerden segildi.
Kontrol grubu ise prostat kanseri olmadig1 biyokimyasal
ve muayene yoOntemleriyle belirlenmis, yaslar1 51-86
arasinda olan goniillii kisiler arasindan segildi. Calisma-
miza imkanlar 6l¢iisiinde 48 prostat kanseri tanili hasta
ve 48 saglikl birey dahil edildi. Hastalarin dahil edilme-
me kriterleri; kesin prostat kanseri tanisi almamis has-
talar, hastanin baska sistemik hastaliginin olmasi, daha
once prostat disinda kanser tanisi almis olan hastalar.
Calismaya dahil edilme kriterleri ise; hastanin patolojik
olarak kesin prostat tanisi1 almis olmasi, hastanin baska
sistemik hastaliginin olmamasi, eslik eden bagka bir
kanserinin olmamas.

Arastirmaya dahil edilen Kkisilerin periferik vendz kanla-
r1 EDTA’lh (etilendiamintetraasetik asit) tiipler igine
alinarak +4 derecede muhafaza edildi. Sonrasinda tiiple-
re alinan 10 ml kandan ayristirilan 16kositlerden uygun
izolasyon kiti (QIAamp DNA Mini Kit (50) kullanilarak
genomik DNA’lar1 Abant izzet Baysal Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Molekiiler Genetik
laboratuarinda izole edildi.

izole edilen genomik DNA’lar uygun sartlarda hazirla-
nan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) karisimi igine
eklenerek, uygun PCR sartlarina gore ilgili gen bolgeleri-
nin amplifikasyonu yapildi (Tablo 1 ve 2).
Amplifikasyon isleminden elde edilen PCR f{iriinleri ilgili
DNA bolgelerine 6zel problar yardimiyla INFINITI™
AutoGenomics mikroarray cihazinda calisilarak CYP2C9
ve VKORC1 gen bolgelerine ait alt gruplarin
polimorfizmleri tespit edildi. Mikroarray cihazi ile ¢alis-
ma ilgili firmadan hizmet alim1 seklinde saglanmistir.
Mikroarray analizinin sonucunda elde edilen hasta ve
kontrol grubu sonuglari i¢in her bireyin tek tek
homozigot, heterozigot ve wild type (yabanil tip) olarak
sayilar1 ve toplam wild-heterozigot-homozigot sayilari
Epilnfo 3.5.1 istatistik programi ile hesaplandi. Ki- Kare
testi sonuglarina gore, p< 0,05 olan sonuglar anlaml
olarak kabul edildi. Bu calisma Abant izzet Baysal Uni-
versitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir [Proje numarasi: 2011.08.03.432].

Tablo 1: PCR master miks’in hazirlanisi ( 1 6rnek igin )

Amplifikasyon miksi 17.5 pl (PCRigin gerekli bilesenler*)
Titanium Taq polimeraz 0.5 pl
Total Hacim 18ul

(*: dANTP, Mg, H20dd, primerler)

BULGULAR

Calismamizdaki hasta grubunun yas ortalamasi 71 olup
prostat spesifik antijen (PSA) ortalamasi ise 37,63 ng/
mg'dir. Kontrol grubunun yas ortalamasi 68 olup PSA
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Tablo 2: Calismamizin PCR sartlari

Step Sayis1 Sicaklik (C)

1 94
2a 94

2b 60-54(0.5/siklus)
2c 72
94
3 54
72
4 72

Arslan AO, Diizenli S

Zaman Siklus Sayisi1
2 dakika 1
20 saniye
30 saniye 12 x
30 saniye
20
30 30x
30
2 dakika 1

Tablo 3: CYP2C9 alt gruplarinin hasta ve kontrol gruplarindaki genotip ve allellerinin sayisal olarak yorumlanmasi

Polimorfizmler Hasta Kontrol % p
(n:48) (n:48)
cC 39 % 81.25 45 %93.75
TT 0 3 % 6.25
CYP2C9*2 C>T CT 9 %18.75 0 %0 p >0.05
C 87 % 90.62 90 % 93.75
T 9 %9.37 3 % 3.12
CYP2C9*3 A>C AA 42 % 87.5 38 % 79.16
cC 0 2 % 4.16
AC 6 % 12.5 8 % 16.66 p >0.05
A 90 % 93.75 84 % 87.5
C 6 % 6.25 12 % 12.5
CYP2C9*4 T>C TT 48 100% 48 100%
(oo 0 0 % 0
TC 0 0 % 0 p >0.05
T 96 100% 96 100%
C 0 0
CYP2C9*5 C>G (oo 47 % 97.91 48 100%
GG 0 % 0 0 % 0
CG 1 % 2.08 0 % 0 p >0.05
C 95 % 98.96 96 100%
G 1 % 1.04 0
CYP2C9*6 del A AA 48 100% 48 100%
0 % 0 0 % 0
p >0.05
A 96 100% 96 100%
0 0 % 0
CYP2C9*11 C>T (oo 48 100% 47 % 97.91
TT 0 0 % 0
CT 0 1 % 2.08 p >0.05
C 96 100% 95 %98.95
T 0 1 % 1.04

ortalamasi ise 2,04 ng/mg’dir.

Calismamizda CYP2C9 ve VKORC1 enzimlerini kodlayan
genlerin alt gruplarinin polimorfizm karsilastirmalar:
hasta ve kontrol grubu arasinda yiizde olarak 6nemli
farklar gostermistir. Calismamizda CYP2C9 ve VKORC1
genlerinin alt gruplarindaki polimorfizmlerin hasta ve
kontrol grubu acisindan istatistiksel degerlendirilmesi
ve sayisal olarak yorumlanmasi tablo 3 ve tablo 4’de
verilmistir.

TARTISMA
Diinyada prostat kanseri erkeklerde en sik goriilen kan-
serler arasinda dordiincii siradadir (14). Prostat kanseri

ilkeler arasinda farklilik géstermektedir. Bunun nede-
ninin genetik, cevresel faktorler ve etnik yap: cesitlili-
ginden kaynaklandig diisiiniilmektedir (2).

Kanserin multifaktdriyel bir hastalik oldugu bilinmekle
birlikte, bu faktdrler ile iliskisinin aydinlatilabilmesi
icin, molekiiler ¢alismalarin yapilmasina ihtiya¢ duyul-
maktadir.

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda akciger kanseri,
meme kanseri, kolorektal kanseri, agiz kanseri gibi kan-
ser vakalarinda, CYP450 enzim ailesi ve alt gruplarinda
meydana gelen polimorfizmlerin 6nemli derecede iliski-
li oldugu tespit edilmistir (15-20). Ornegin, akciger kan-
seri ile ilgili yapilan bir calismada, sigara icenlerde akci-
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Tablo 4: VKORC1 alt gruplarinin hasta ve kontrol gruplarindaki genotip ve allellerinin yorumlanmasi

Polimorfizmler Hasta % Kontrol % p
(n:48) (n:48)

GG 28 %58.33 26 %54.16

3673G>A AA 7 %714.59 13 %27.08
GA 13 %27.08 9 %18.75
G 69 %71.87 61 % 63.54 p >0.05
A 27 %28.12 85 %36.45
TT 21 %43.75 16 %33.33

5808 T>G GG 16 %33.33 18 %37.5
TG 11 %22.91 14 %29.16 p >0.05
T 53 %55.20 46 %47.91

i G 43 %44.79 50 %52.08
GG 15 %31.25 11 %22.91

6853 G>C CC 17 %34.41 12 %25.0
GC 16 %33.33 24 %50.0 p >0.05
G 46 % 47.91 46 %47.91
C 50 %52.08 48 %50
CC 32 %66.66 85 %72.91

6009 C>T TT 5 %10.41 0 % 0
CT 11 %22.91 13 %27.08 p >0.05
C 75 %78.12 83 %86.45
T 21 %21.87 13 %13.54
cC 11 %22.91 11 %22.91

6484 C>T TT 23 %47.91 23 %47.91
CT 14 % 29.16 14 %29.16 p >0.05
C 36 %37.5 36 % 37.5
T 60 % 62.5 60 % 62.5
cC 16 %33.33 12 %25.0

7566 C>T TT 16 %33.33 13 %27.08
CT 16 %33.33 23 %47.91 p >0.05

48 % 50.0 47 %48.95

T 48 % 50.0 49 551.04
cC 47 %97.91 48 % 100.0

8773 C>T TT 0 0 % 0
CT 1 %2.08 0 % 0 p >0.05
C 95 %98.95 96 %100

i T 1 %1.04 0 % 0
GG 27 %56.25 21 % 43.75

9041 G>A AA 6 %12.5 7 %714.58
GA 15 %31.25 20 %41.66 p >0.05
G 69 %71.87 62 %64.58
A 27 28.12% 34 %35.41

ger kanseri riskinin periferik kan lenfositlerindeki
CYP1A1 ve CYP1BZI’in indiiklenmesi sonucu gergeklestigi
ortaya konmustur (21). Diger bir calismada CYP2A13,
CYP41A1 gen polimorfizmleri ile akciger kanseri arasin-
da anlamli bir iliski bulunmustur (22). Bir baska ¢alis-
mada da kolorektal kanserli hastalarda CYPIBI gen
polimorfizmine bakilmis ve 6nemli bir iliski oldugu tes-
pit edilmistir (15). Ayrica baska bir c¢alismada
CYP2D6'nin  rolinden de bahsedilmis ve zayif
metabolizor fenotipe sahip olan ve sigara igen olgularda
akciger kanseri riskini azalttig1 fakat meme kanseri ile
de iliskili oldugu gorilmistiir (23). Testosteron meta-
bolizmasinda yer alan CYP3A4’deki bir polimorfizmin
prostat kanserine yatkinlik olusturdugu gosterilmistir

(5). Prostat kanseri etiyolojisinde de CYP450 enzim sis-
teminde CYP3A4, CYP2C9 gibi alt gruplarindaki
polimorfizmlerin prostat kanseri olusumundaki rolii
arastirilmistir. Bu ¢alismalarda CYP450 enzim ailesinin
karsinogenez tizerinde etkisi oldugu ortaya konulmus-
tur. Farkli kanser tiirlerinde CYP2C9 alt gruplarin
polimorfizm baglantis1 arastirilmis olsa da, bizim calis-
mamiz prostat kanserinde CYP2C9 ve alt gruplar ile
yapilan ilk ¢alisma olma o6zelligini tasimaktadir. Calig-
mamiz i¢in CYP2C9'un alt gruplarindan fenotipe etkileri
olan *2, *3, *4, *5, *6, *11 secilmistir. Ornek sayis1 azligi
sebebi ile istatistiksel fark bulunamamis olsa da
CYP2(9*2 icin hasta grubunda %18,75, kontrol grubun-
da ise sifir heterozigotluk tespit edilmistir. Kanimizca
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bu sonug¢ drnek sayisinin artmasi halinde istatistiksel
olarak anlamli sonug verecektir. CYP2C9*3 i¢in kontrol
grubunda %#4,16 homozigot mutant genotipe rastlanir-
ken, hasta grubunda % O oraninda gorilmistiir.
CYP2(C9*5 alt grup polimorfizmi hasta grubunda %2,08
oraninda heterozigotluk gosterirken, kontrol grubunda
gorilmemistir. CYP2C9*11 polimorfizmi ise hasta gru-
bunda heterozigot genotip goriilmezken kontrol gru-
bunda %2,08 oraninda heterozigotluk gérilmiistiir.
Calismamiza, kanser olusum mekanizmalarinda roli
olan ve vitamin K metabolizma yolaginda etkili olan
VKORC1 geni de dahil edilmistir. VKORC1 geni vitamin
K’'nin metabolizmadaki roliine bagh olarak damarlarda
koagiilasyon kaskatinda 6nemli rol oynamaktadir ve
anjiogenezle yakindan ilgilidir (19). Vitamin K'nin genel
kanser riskini azalttigi bilinmektedir (20). VKORC1 alt
gruplarindaki gen polimorfizm calismalar1 sonucunda
akciger kanserli bireylerde bu VKORC1
polimorfizmlerinin énemli oldugu bildirilmis ayrica bir
baska calismada da VKORC1 geni ve alt gruplarinda
polimorfizmlerin hepatoseliiler karsinomda 6énemli bir
rol oynadig bildirilmistir (24). Ayrica, vitamin K'nin K1
formunun prostat kanseri riskini azalttig1 da bildirilmis-
tir (25). Bunun yani sira vitamin K'nin cesitli kanser
tlrleri tizerinde koruyucu bir etkisinin oldugu da bildi-
rilmistir (26). Biz ¢alismamizda hasta ve kontrol gru-
bunda, VKORC1 geni alt gruplarinda VKORC1 6484
polimorfizmini sirasi ile %34,41 ve %47,91 homozigot
mutant olarak tespit ettik. VKORC1 6853 polimorfizmi
icin ise %34,41 ve %25 oraninda homozigot mutant
genotip gordik. Bir diger alt grup olan VKORC1 7566
icin homozigot mutant genotip hasta grubunda %33,33
oraninda, kontrol grubunda ise %27,08 oraninda goriil-
mistir. VKORC1 9041’de ise hasta grubunda %31,25
oraninda goriilen heterozigot genotip kontrol grubunda
%41,66 olarak gorilmiistiir. Analiz sonuglarimizda
VKORC1 genotip ylizdeleri agisindan 6nemli derecede
sayisal farkliliklar tespit ettik. Tiirk toplumunda veya
baska bir populasyonda benzer herhangi bir ¢alismanin
yapilmamis olmasi bizim ¢alismamiza ayri1 bir deger
katarken, verilerimizi birebir karsilastirma imkanini
elimizden almistir. CYP2C9 ve VKORC1 genlerinin alt
gruplarinin prostat kanseri ile iligkilerinin aydinlatilma-
sinl amaglayan calismamizda hasta ve kontrol gruplari
arasinda genotip ytlizdeleri bakimindan 6nemli farklilik-
lar tespit ettik. Istatistiksel anlam elde edilememesini
ornek sayisi kisithiligina baglayarak kanser etiyolojisinin
aydinlatilmasinda benzer ¢alismalara o6nayak oldugu-
muzu diisinmekteyiz. Ayrica bu ve benzeri ileri calisma-
lar ile, VKORC1 ve CYP2(C9 enzimlerini kodlayan genlerin
alt gruplarinda meydana gelen polimorfizmlerin tespiti
ile prostat kanseri tedavisine farmokogenetik agidan
bakma firsatini da dogurmus olacaktir.
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