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OZET

Deniz T. Prostat Kanserli Hastalarda, Paraoksonaz Gen Polimorfizminin Risk Faktori
Olarak Belirlenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2006.

Paraoksonaz 1 (PON1) geninin kodlayan bolgelerinde bulunan polimorfizmlerin, genin
diizenlenmesinde etkin rol oynayarak, gen ekspresyonunu ve tiimor anjiyogenezisini
etkileyerek prostat kanserinin olusumunda etkili olabilecegi diisiintilmektedir. PON1
geninin kodlayan bolgesindeki Q192R  ve L55M polimorfizmlerinin  genin
ekspresyonunda degisiklik olusturdugu in vitro, populasyon temelli g¢aligmalarda
gosterilmis ve bu polimorfizmlerin prostat kanseri olusumu i¢in yatkinlik olusturdugu
bildirilmigtir. Bu ¢alismamizda 120 prostat kanserli ve 100 saglikli kisiye ait DNA
orneklerinde PON1 QI192R ve L55M polimorfizmlerinin sikliklarimm PZR-RFLP
yontemi ile saptandi. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda yapilan Fisher kikare testlerinde
Q192R polimorfizmi igin istatistiksel olarak anlamli fark bulunmazken, L55M
polimorfizmi istatistiksel olarak anlamli bulundu (p= 0,000023). Prostat kanserli
hastalarda LM genotip % 30,43 ve MM genotipi % 5,21 sikliginda goriiliirken, bu oran
saglikli kontrollerde LM genotip igin % 8 ve MM genotip igin % 1 idi. Bu sonuglar
PON1 L55M genotipinin prostat kanser geligimi i¢in risk artisina neden oldugunu
gostermistir (OR 3,5, %95 GA).

Anahtar Kelimeler: Arildialkilfosfataz; Lipid Peroksidasyon; Oksidatif stres;
Organofosfatlar; Arilesteraz

.Bu c¢alisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
T530/21102004 no’lu proje olarak desteklemistir.
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ABSTRACT

Deniz T. Determination Of PON Gene Polymorphism As A Risk Factor In
Prostate Cancer Patients. Istanbul University, Institute of Health Science, Anabilim
Dalinin Ingilizce Ad1 Tezi. Istanbul. 2006.

Enzyme of paraoxonase have been found to related with development of prostate
cancer. Especially coding region polymorphisms of Paraoxonase 1 (PON1) gene
thought to be effects on tumor angiogenesis. Q192R and L55M polymorphisms have
been shown to affect expression levels of PON1 gene in vitro analysis and also in
different population based study. PON1 gene polymorphisms were associated with the
development of prostate cancer. Therefore we analysed this polymorphisms in prostate
cancer and control group. In this study, DNA was obtained from periferial blood
samples of prostate cancer patients (n= 120) and control healty males (n= 100). Prostate
cancer patients and controls were genotyped by using a PCR and RFLP method. In our
study with tested by using the Fisher’s exact test, Q192R polymorphism was not
statistically associated with increased risk of prostate cancer but L55M polymorphism
were statistically associated with increased risk of prostate cancer (p= 0.000023). LM
genotype was 30.43 % and MM genotype was 5.21 % in prostate cancer patients and
LM genotype was 8 % and MM genotype was 1 % in controls. Our results suggest that
PONS55/LM and PONS5/MM genotypes had a significantly higher risk of prostate
cancer (OR 3,5, 95% CI).

Key Words: Aryldialkylphosphatase; Lipid peroxidation; Oxidative stress;
Organophosphates; Arylesterase

This study was supported by The Research Support Unit of Istanbul University as the
project no T530/21102004.



1. GIRIiS VE AMAC

Giinlimiizde meydana gelen Sliimlerin biiylik bir kismmin sebebi kanserlerdir.
Bir ¢ok kanser tiirli gevresel faktorlerle genetik faktorler arasindaki iligki sonucu ortaya
cikar. Bu kanserlerin gelisimi nedensel agidan incelendiginde % 5-10 gibi kism1 genetik
faktorlerle agiklanabilirken, % 90-95 gibi bir kisim da diyet, radyasyon, ¢esitli kimyasal
maddeler gibi ¢evresel faktorlerle genetik olarak kazanilmis yatkinhgin birlikteligi

sonucunda ortaya ¢ikar (15, 71).

Kansere bireysel yatkinlikta veya riskli gruplarin belirlenmesinde; karsinojen
metabolizmasi, DNA tamir mekanizmasi, somatik hiicre mutasyonlari, sitogenetik
transformasyonlar ve timor supresdr genlerdeki (TSG) deZisimler ¢ok biiyiik dnem
tagimaktadir (45). Kanser riskini belirlemeye yonelik yapilan ¢aligmalarda karsinojen-
DNA eklentileri, spesifik genlerdeki mutasyon spektrumu, metabolik enzimleri
kodlayan genlerdeki polimorfizmler gibi bireysel biyomarkerlar kullanilarak, genel

populasyon riski ya da bireysel riskler belirlenebilmektedir (86).

Prostat kanseri 6zellikle Amerika Birlesik Devletleri (36), Finlandiya (29) gibi
sanayisi gelismis bati {ilkelerinde erkek populasyonunda genellikle yaygin olarak teshis
edilen kanser tuiriidiir. Kanser kokenli oliimlerde ikinci sirada olup, tiim diinyada
dordiincii olarak goriilen erkek kanseridir. Prostat kanserinin insidansi ve mortalitesi

irksal, etnik gruplar arasinda, tilkeler arasinda biiyiik farkliliklar gésterir (7, 29, 36, 60).

Prostat kanserinin ortaya ¢ikig sebeplerinin biiyiik bir kismi bilinmese de,
yapilan arastumalarda prostat kanserinin gelisiminde, etnik 6zellikler, genetik
ozellikler, ileri yas, androjen metabolizmasinin diizensiz ¢alismasi ve beslenme
faktorleri gibi gok gesitli risk faktorleri belirtilmistir. Prostat kanserinin genetik ve ailevi
yonil ¢esitli ikiz konkordans ¢alismalarinda gosterilmistir. Prostat kanserinin % 42’sinin
genetik kokenli olabilecegi ve yine, erkeklerde hastaligin baglangig ve prognozunun
belirlenmesinde ¢esitli polimorfizmlerin tespitinin erken tani igin 6nem tasidig

gosterilmistir (7, 53, 60, 94).

Paraoksonaz 1 proteinini kodlayan PON1 geninin, kodlayan bélgesindeki,
QI192R ve L55M polimorfizmlerinin, gen ekspresyonunu azaltarak, paraoksonaz 1

enziminin aktivitesini diislirebilecegi yapilan aragtirmalarla gosterilmis ve bu



degisikligin prostat kanseri olusumunda etkili olabilecegi diistiniilmektedir. Insanlardaki
paraoksonaz (PONI) gen ekspresyonunun cesitliligi sebebiyle, siiphesiz PONI
polimorfizmlerinin artmig kanser riskleriyle aralarinda baglanti olabilecegini akla

getirmektedir (60).

Ulkemizde bu iligkinin gosterildigi verilerin bulunmamas: nedeni ile, bu
¢alismada paraoksonaz 1 (PON1) geni Q192R ve L55M polimorfizmleri ile prostat
kanseri arasindaki iligkinin, prostat kanserli hastalarda ve saglikli kontrol grubunda

aragtiriimasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanserin Tanimi ve Smiflandirilmasi

Bireyin saglikli bir biitiinlik icinde olabilmesi, hiicrelerinin biiyiime ve
cogalmasmnin siki bir kontroliinii gerektirir. Bazi durumlarda hiicreler kontrolii
kaybederek biiylime ve ¢ogalma denetiminin digina ¢ikabilirler. Bu tiir hiicrelere
“‘transforme olmus hiicre’’ denir. Insan viicudunu meydana getiren hiicreler her giin bir
¢ok mutasyona maruz kalmaktadirlar. Mutasyona ugrayan hiicre, diger hiicrelerden daha
hizli boliniir ve mutant bir klon olusur. Kanser klonal gelisimin bir sonucudur. Kisaca
kanser, agir1 boliinme, yayilma ve yayildigi o bolgelerde klonlagsma ozellikleriyle
tanimlanabilir. Kanser artmis hiicresel ¢ogalmanin yaninda azalmig hiicre Sliimii ile
karakterizedir.

Kanserler, koken aldiklar1 doku veya hiicre tipine gére smniflandirilirlar. Epitelial
hiicrelerinden kokenlenen tiimdrler ‘‘karsinoma’’, bag dokusu ya da kas dokusundan
kokenlenen tiimorler “‘sarkoma’ olarak adlandirilirlar (5).

Kanser hiicrelerinin karakteristik 6zellikleri :

In vitro

a) Kiltlir ortaminda ¢ogaltildiginda normal hiicrelerin aksine birgok farkli
fenotipik gbriiniim gosterirler.

b) Kiiltiir ortamindaki belli smirli miktardaki besin maddesi ve biiyiime faktoriine
ragmen ¢ogalmalarini devam ettirirler.

c¢) Normal hiicrelerde ‘kontakt inhibisyon”” fenomeni vardir. Yani saginda solunda
bagka hiicrelerle yaptig1 temastan 6tiirli gogalma durur. Kanser hiicrelerinde bu
yoktur, cogalmaya devam ederler.

d) Normal hiicreler kiiltiir flaskinin zemininde tek tabaka olustururlarken kanser
hiicreleri birkag tabaka {ist iiste olustururlar.

e) Normal hiicrelerin kiiltiir ortaminda gogalabilmeleri icin substrata baglanmalari
gerekir. Kanser hiicreleri gogalmak i¢in substrata gerek duymazlar.

f) Glikoliz hiz1 normal hiicrelere gore artar,

g) Hiicrede siyalik asit miktar1 azalir. Normal hiicrede siyalik asit miktar: fazladir

ve membrana (-) yiik tagima 6zelligi kazandirir.



Invivo :

h) Viicudun bagisiklik sisteminden kagabilirler

i) Kanser hiicreleri ‘‘laminin’’ adli zar reseptorleri ile bazal laminaya baglanirlar.
Salgiladiklari kollegenaz enzimi ile bazal laminayi sindirirler. Dolasim sistemine
karigip buradan biitiin viicuda yayilirlar. Bu olaya ‘‘metastaz’’ denir. Normal
hiicreler ne laminin ne de kollegenaz salgilarlar.

j) Invazyon ( bolgesel yayilim )’ la bagka dokular igine yerlesebilirler.

Kansere neden olan etkenler : |

a) Bazi retroviriislerin hiicreleri enfekte etmesi

b) Genomdaki modifikasyonlar

c¢) Onkogenlerin protein tirlinlerinin kansere sebep olmasi

d) Tiumor supresor genlerindeki ( TSG ) mutasyonlar gibi etkenlerdir.



2.2. Prostat Kanserinin Tanimi ve Smmiflandirilmasi

2.2.1. Prostat Kanserinin Etiyolojisi ve Klinik Ozellikleri

Prostat kanseri, Amerika Birlesik Devletleri ve endiistrisi gelismis Bati Avrupa
tilkelerinde erkekler arasinda tanisi en sik konulan kanser tiriidiir (94). Kanser sebepli
meydana gelen 6liimlerde ikinci sirada olup, tiim diinyada dérdiincii olarak goriilen
erkek kanseridir ve artig gOsteren bir insidansa sahiptir. Prostat kanseri tanisinda
‘“prostat-spesifik antijen (PSA)” in kullanilmaya baglamasindan sonra 80’li yillarin
ortasindan 90°li yillarin baglarina kadar olan zaman arasinda prostat kanseri
insidansinda belirgin bir artis gériilmiis bir miiddet sonra diismeye baglamigtir . Yapilan
PSA testinin yayginlagsmasiyla lokal-bolgesel hastalik insidansi artarken metastatik
hastalik insidanst azalmaktadir .

Prostat kanseri iki formu olan tek solid tiimordiir. Bunlar histolojik ve klinik
olarak gizli seyreden latent formlardir.

2002 yilinda yapilan bir aragtirmada, prostat kanseri teshisi konan 189 000 erkek
hastanin oldugu ve 30 200 erkek hastanin metastatik prostat kanseri nedeniyle 6ldiikleri
bildirilmis (7, 43, 48, 75). Otopsi incelemelerinde, 30-40 yas arasindaki erkeklerin %
29’u ve 60-70 yas arasindaki erkeklerin % 64’tinde kiigiik prostatik karsinoma
bulundugu rapor edilmistir (7, 43, 75, 94). Prostat kanseri riski 6’da 1 olup, metastatik
prostat kanseri nedeniyle 6liim riski 30’da 1 dir (48). Dijjital rektal muayene ve prostat-
spesifik antijen (PSA)’l1 tarama testi ile lokalize prostat kanserinin erken tedavisiyle
birlikte, belirli yaslardaki belirlenmis oranlarda, prostat kanseri sebepli Sliimlerde
azalma meydana geldigi tespit edilmis (11, 40).

Prostat kanserinin ortaya ¢ikis sebebinin biiyiik bir kismi bilinmese de, yapilan
aragtirmalarda prostat kanserinin gelisiminde, etnik ozellikler, ¢evresel ozellikler,
kisinin hayat tarzi, genetik 6zellikler, ileri yas, androjen metabolizmasmnin diizensiz
caligmas: gibi ¢ok cesitli risk faktorleri belirtilmistir. Ayrica viral veya bakteriyal
enfeksiyonlarinda prostat kanseri gelisimine yol agabilecegi diigtiniilmiistiir (94).

Isveg, Danimarka ve Finlandiya’da 44 788 ikiz ciftleri arasinda yapilan kanser
riski c¢aligmasinda, prostat kanser hastalarimin % 42’sinin  kalitsal nedene
dayandirilmasiyla birlikte, geri kalan kismin g¢evresel faktorlere dayandirilabilecegi
bildirilmistir (60, 94).



Prostat bezi, erkeklerde idrar torbasinin 6niinde, idrar yolunu kismen kavrayacak
bigimde bulunan, kestane seklindeki organdir. Erkek {ireme sisteminin 6nemli bir iiyesi
olan prostat, erkek tireme hiicrelerinin hareket ve béliinme kabiliyetini sagliyan bir salg1
olusturmaktadir. Bu 6nemli gorevi olan organda olusan ileri prostat kanserlerinin
belirtileri olarak, sik idrara ¢ikma istegi, idrar akimmin yavaglamasi yada incelmesi,
idrara ve spermaya kan karigmasi, bacaklarda goriilen 6dem, siyatik ve kemik agris1 gibi
lokal agrilar1 gibi belirtileri sayabiliriz.

Prostat kanseri tanisinda patolojik testler 6nemli olup, Prostat Spesifik Antijen
(PSA) testinin bulunmas: ile prostat kanseri tanisinda yeni bir ¢ag agilmakla birlikte, bu
test ile kanser heniiz bulgu vermedigi erken asamalarda saptanabilmektedir. Kisinin
kaninda Prostat Spesifik Antijen diizeyine bakilarak, PSA tetkiki yapilmaktadir. PSA
kan testinin sonucu mililitrede nanogram (ng/ml) olarak verilir. PSA testi sonucu ne
kadar yiiksek ¢ikarsa, prostat kanseri riski de o kadar fazladir. PSA testi, bir erkegin
prostat kanseri olup olmadigmin tahmininde kullanilmakta ancak kesin bir sonug
- vermemektedir. Prostat bezi hiicreleri tarafindan yapilarak kana salinan PSA protein
diizeyi i¢in 4 ng/ml’nin altindaki degerler normal olarak degerlendirilirken, 4-10 ng/ml
arasindaki degerler sinir ve 10 ng/ml’nin iizerindeki degerler yiiksek degerler olarak
kabul edilir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1- PSA protein diizeylerinin degerlendirilmesi.

<4 ng/ml NORMAL

4 — 10 ng/ml SINIR

10 ng/ml < YUKSEK




PSA tamida tamamlayici rol oynasa da, kiside prostat kanserinden siiphe
ediliyorsa biyopsi yapilmasi gerekmektedir. Eger kisiye kanser tanisi konulursa Gleason
Score ile kanserin ilerleme derecesi evrelendirilir (Gleason Score 6 ve iistii ayrica 20-30
ng/ml PSA seviyesi saptanmigsa, bu durum kanserin prostat bezi diginada yayildigin
gostermektedir).

Klinik olarak kanserin evrelendirilmesinde en ¢ok kullanilan T1, T2, T3, T4
evreleme sistemidir. T1-T2’de kanserin prostat bezinde siirli kaldigini, T3 yakin
dokularada metastaz yaptigini, T4’de uzak organlara da metastaz yaptigmi gosterir.

Prostatin periferal bolgesindeki gelisen atrofinin ¢oklu odak noktasi, yiiksek-
seviyede prostatik epitel hiicreleri arasindaki neoplazi ve prostatik karsinoma olusumu
sekil 2.1°de belirtilmistir. Sekil 2.1’in A bdlgesinde radikal prostatektomiden sonra
prostatin bir kismi gériinmektedir. Soluk sarimtirak kisimlar kanserli alanlar dir. Sekil
2.1’in B ve C bolgesinde ise A’da isaretlenen bélgenin hematoksilin ve eozin ile
boyanmasindan sonraki, sirasiyla diisiik ve yiiksek-biiyiitmeli mikroskobik goriintiileri
goriilmektedir. Bununla birlikte transisyon bolgesinde gogunlukla (>%90) benign
prostatik hiperplazi gelisen yerler oldugu ve periferal bolgede g¢ogunlukla (>%70)
prostat kanserinin gelistigi yerler oldugu bildirilmistir (94).



LA
Transisyon
bolge
Periferal
bolge
B
Karsinoma
Prostatik intraepitelyal neoplazi
Atrofi
e
oty
piEeth

Sekil 2.1- Prostatin periferal bolgesindeki atrofinin ¢oklu odak noktasi, neoplazi ve prostatik
karsinoma (94).



2.2.2. Prostat Kanserinde Yasin Onemi

Prostat kanserinin yagla 6nemli baglantisi bulunur. Genelde yasli erkeklerin
hastaligi olarak bilinse de, erken yagslarda da ortaya ¢ikabilmektedir. Kisilerde 50
yagindan sonra prostat kanser insidansi katlanarak artmaktadir. Yaslara gére oranlama
yaparsak, 40 yasin altinda prostat kanseri gelismis olmasi riski 1/10 000 iken, 40-59 yas
arasinda 1/39’a yiikselmekte ve 60-79 yas arasinda da 1/7 olarak goriilmektedir (Sekil
2.2) (47).

YAS: 0-39 40-59 60-79 Toplam Populasyon Sikligt

OLASILIK :  %]1’den daha az %3 %14 %17

Sekil 2.2- Prostat kanseri geligme olasiligimn yagla birlikte dramatik artigi (47).
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2.2.3. Prostat Kanserinde Cevresel Faktorlerle Etnik Ozellikler

Epidemiyolojik bulgular, insanlarda prostat kanseri gelisiminde ¢evresel
faktorlerin major katkida bulundugunu destekler. Prostat kanseri insidansi 6nemli
olctide degiskenlik gosterir.

Prostat kanseri insidansi ve mortalitesi yiiksek olan Amerika Birlesik Devletleri ve
Bat1 Avrupa’da siyah erkeklerin (6zellikle Amerika’da yasayanlarin) en yiiksek insidans
ve mortalite oranmna sahip oldugu, halbuki en digiik orami Asyalilarin gdsterdigi
belirtilmigtir (43). Yalmz Kuzey Amerika’ya go¢ eden Asyalilar arasinda, gevre ve
yasam tarzint kapsayan faktorler yliziinden prostat kanser riski artis gosterir (39, 79, 92,
94). Arastirmalarda Amerika Birlesik Devletlerin’deki siyah erkekler arasinda prostat
kanseri insidans ve mortalitesi, beyaz irka mensup olan insanlarinkinden de daha
yiiksek oldugu ve prostat kanserinin metastatik formunu daha genis 6l¢tide gosterdikleri
saptanmigtir. Uzak dofuda yagayanlarmn bati iilkelerinde yasayanlara goére yaklasik

olarak 10/100 oranda daha az yakalanma riskine sahip.

2.2.4. Prostat Kanserinin Genetik Temeli

Lichtenstein ve ark. (53), Page ve ark. (70), Ahlbom ve ark. (4), Gronberg ve
arkadaglarinin (38) yapmis olduklari ve benzer olarak yapilan ¢alismalarda, insanlardaki
diger kanser tiirlerine nazaran, prostat kanseri riskinde yeralan kalitsal 6gelerin prostat
kanseri olusumunda 6nemli derecede etken oldugu, monozigotik ve dizigotik ikizlerdeki
arastirmalarla ortaya ¢ikarilmustir (4, 38, 53, 70, 94). Steinberg ve arkadaglar1 incelenen
prostat kanserli erkek hastalarin gogunlugunun, hastalifa yakalanmis erkek kardes veya
babaya sahip olduklarini ve sonug olarak birinci derecede akrabalarindan etkilenmis bir,
iki, veya li¢ aile bireyinin bulunusunun, prostat kanser riskini, sirasiyla, yaklagik olarak,
2, 5, 11 kat arttirabilecegini bildirmisler (84) ve bu yapilan diger ¢alismalarla da teyit
edilmigtir (34, 35, 52, 64, 73, 81, 93, 94). BOylece prostat kanseri riskinin ailevi olarak
artt1f1 ve babalarinda veya erkek kardeslerinde prostat kanseri bulunan erkek bireylerin

prostat kanserine yakalanma risklerinin 6nemli derecede arttig1 agikga gosterilmistir.



11

Kompleks segregasyon analizleri, 55 yagsindan 6nce kanser oldugu belirlenen
hastalarin ¢ogunda nadir goriilen otozomal dominant allellerin kalitilmasiyla, prostat
kanserinin erken yasta baglangic gostermesinde sebep olabilecegini akillara getirdi (16,
37, 77, 88, 94). Baz1 ¢aligmalarda da ileri yasta prostat kanseri tanis1 almis ailelerde,
X’e bagli gecis gosteren allelin sorumlu olabilecegini akillara getirdi (23, 63, 94). Ailevi
prostat kanserinin ilk molekiiler genetik calismasinda, belirlenmis bazi baglanti
bolgeleri, polimorfik markérler olarak kullanildi; kromozom 1q24-25 bélgesinde
tanimlanan, herediter prostat kanseri (HPC1) geninin lokusu ayrmtilartyla incelendi
(80). Baz1 analizler HPC1 ve prostat kanseri arasinda baglanti oldugunu onaylasa da

bunun gosterilmedigi caligmalar da mevcuttur (69).

2.2.4.1. Kalitsal Prostat Kanseri

Prostat kanser olgularmin yaklasik olarak % 10’luk kisminin kalitsal prostat
kanseri sinifi i¢inde bulundugu diisiiniilmektedir.

Kalitsal prostat kanserlerinden sorumlu olan genler, RNASEL, MSR1, AR,
CYP17, SRD5A2 dir (94). |

HPC1 gentyle baglantisi oldugu bulunan, RNASEL geni genis dlgiide eksprese
olan, viral ve hiicresel RNA’nin degrade edilip RNA-bozulma olaymin
gerceklesmesinde rol aldig: diistiniilen, /atent endoriboniikleaz: sifreler. RNASEL &ncii
metionin kodonunu etkileyen baz yer degistirmesi mutasyonu, bir ailedeki prostat
kanserli dort erkek kardeg;te' ve bagka bir ailedeki prostat kanserli alt1 erkek kardesin
dordiinde saptandi. Ayni mutasyon bagka bir ¢aligma sonucunda, ailevi prostat kanserli
hasta erkeklerin % 4,3’iinde gériiliirken, kontrol grubunda bu oran % 1,8 di. RNASEL
genindeki diger bir mutasyon, kodon 157°deki delesyondur; kodon 157 delesyonlu
RNASEL alleli, Eskenazi Yahudi populasyonundaki prostat kanserli hastalarm %
6,9’unda belirlenirken, prostat kanseri olmayan yash erkeklerin % 2,9’unda
saptanmustir. Bdylece daha az aktif enzimi kodlayan RNASEL’in mutant formu artmis
prostat kanser riskiyle iligkilendirilmistir (74, 91, 94).

Prostat kanserinden sorumlu aday gen olarak gosterilen MSR1 (makrofaj-
temizleyici reseptorl) geni 8p22°de tanimlanmistir. MSR1 geni serumda oksitlenmis
yiiksek-yogunluklu  lipoprotein,  diigtik-yogunluklu  lipoprotein,  bakteriyal
lipopolisakkarid ve lipoteikoik asit kapsayan g¢esitli ligandlari baglayabilme kapasitesine
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sahip, makrofaj-temizleyici reseptoriin subformlarint kodlar. Arastirmalar sonucunda,
MSR1 mutasyonlu hiicre soyunun baz ailelerdeki herediter prostat kanserine baglantis
kurulurken, mutant bir MSR1 alleli herediter prostat kanseri olmayan erkeklerin
yaklagik % 3’tinde etkilenmemis erkeklerin % 0,4’{inde saptandi (94, 97).

Androjen etki mekanizmast ile iliskili androjen-reseptor (AR) geni, sitokrom P-
450c17 (CYP17) geni ve steroid-5-a-reduktaz tip II (SRD5A2) olarak adlandirilan ii¢
genin polimorfik varyantlarinin, yapilan genetik epidemiyolojik ¢alismalarda prostat
kanseri gelisim riski ile etkili olduklar1 bulunmugtur. Androjen reseptoriinii kodlayan
AR geninde polimorfik poliglutamin (CAG) tekrarlarmin mevcuttur. Yapilan
fonksiyonel caligmalar, kisa poliglutamin tekrarlarmin artmig androjen-reseptor
transkripsiyonel transaktivasyon aktivitesiyle iliskili olabilecegini gdstermistir (94).
Nispeten yiiksek prostat kanseri riskine sahip, siyah Amerikali’larin daha kisa androjen-
“reseptdr poliglutamin tekrarlarina Sahip olmaya yatkin olduklar1, halbuki nispeten diisiik
prostat kanseri riskine sahip Asya’lilarin daha uzun androjen-reseptdr poliglutamin
tekrarlarma sahip olmaya yatkin olduklart saptanmigtir. Birtakim genetik
epidemiyolojik ¢aligmalar artmis prostat kanseri riski ve kisa androjen-reseptdr
poliglutamin tekrarlarmin varligi arasindaki kolerasyonu gostermistir, ancak diger
calismalarda benzer iligki gosterilememistir (13, 94). Polimorfik poliglisin (GGC)
tekrarlar1 AR’nin karakteristik 6zelligi olup, prostat kanseri riskine etki edebilecegi
bildirilmistir (18, 82, 94).

CYP17 cinsiyet-steroid biyosentezindeki kilit reaksiyonlari katalizleyen enzim
sitokrom P-450c17a’y1 kodlar. CYP17 allel varyantnin prostat kanseriyle baglantis
icin yapilan, hem populasyon hem de genetik-baglanti analizlerinin bir kisminda tutarsiz
sonuglar ¢iksa da yapilan bazi baglant1 analizi verileri CYP17 allel varyantinin prostat
kanseriyle baglantisi diigtindiirmektedir (17, 18, 94).

SRD5A?2 prostatta testosteronu daha etkili olan dihidrotestosterona dénﬁ$tﬁren
enzim olan, 5-o-reduktaz’in predominant izozimini kodlamaktadir. SRDS5A2’nin
tamimlanan iki polimorfik varyantinin, prostat kanserli erkekler igin artmis prostat
kanseri riski ile zayif prognoz olarak baglantisi kurulmustur. Yapilan calismalar
sonucunda AR, CYP17 ve SRD5A2’ye ilaveten bazi bagka genlerin polimorfik
varyantlarinin da olas1 prostat kanseri riskine istirak edebilecekleri bildirildi (18, 94).

Familyal prostat kanseriyle iliskili genler Tablo 2.2’de belirtilmisgtir.
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Tablo 2.2- Familyal prostat kanseriyle iligkili genler. Tablodaki X sessiz mutasyonu
ifade eder (94).

Gen  Lokalizasyon Degisimler Fenotipik Sonuglar

Interferon-indiikleyici  2°,  5’-oligoadenilat-

RNASEL lq24~7§ Baz vyer degisimleri Metllle, Glu265X,
. Argd62GIn allellerine yol agar;Kodon 157° bagimli RNA-yikma  yolagma  katilan '_
y .

' deki dort-baz delesyonu kodon 164’ te erken endoribonukleazi kodlar,RNaseL-/- farelerde

protein trunkasyonuna neden olur. interferon-a antiviral aktivite azalmus.

E {_AC? H’p“ Baz insersiyonu kodon 157° den sonra Bilinmiyor
67.amino acitte erken sonlanmaya yol agar;Baz
yer degigimleri Arg781His, Ser217Leu, Ala541
Thr allellerine yol agar.
Wsi 3[_‘{]? Baz yer degisimleri Arg293X, Pro36Ala, Smif A makrofaj-yikict  reseptorin

Serd41Tyr, Vall13Ala, Aspl74Tyr,
Gly369Ser, His441Arg allellerine yol agar.

altbirimlerini kodlar;Msr-A-/- farelerde Listeria

monocytogenes,  Staphylococcus  aureus,
Escherichia coli, Herpes simplex viriis tip 1
agir enfeksiyonlarina kargt hassasiyetin artmig

oldugu gozlenmis.

Xqll-12

AR Polimorfik poliglutamin (CAG) ve poliglisin ~ Androjen  reseptor,  androjen-bagimlr
(GGC) tekrarlart transkripsiyon faktorii kodlar;Farkli polimorfik
alleller birbirinden farklh transkripsiyonel|
transaktivasyon  aktiviteleriyle  baglantili |
olabilmektedir.
CYR7 1[)1[24‘3‘ Transkripsiyonal ~ promotordaki ~baz  yer Cinsiyet-steroid biyosentezinde kilit
degisimleri (T—C transisyonu yeni Spl reaksiyonlari katalizleyen enzim olan, P-

SRD5AZ

Ik

taninma yerine yol agar.)

Baz yer degisimleri Val89Leu ve Alad49Thr

allellerine yol agar.

450c170” y1 kodlar.

Prostatta testosteronu dihidrotestosterona -

donustiiren predominant 5-o-reduktazi

kodlamaktadir.

Prostat kanseri gelisimine yatkinlik olusturan diger bazi ytiksek riskli genlerde
tanimlanmistir. Bu riski olusturan genlere 6rnek olarak, 17p kromozomu tizerinde yer
alan ELAC2/HPC2 (32, 96), kromozom 1q24-25 iizerindeki HPC1 (32, 74), Xq27-
28’de yer alan (X’e bagli ge¢is gosteren) HPCX (32, 85), kromozom 1q42.2-43
tizerinde yer alan PCAP (32, 59) verilebilir.
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2.2.4.2. Sporadik (Kahtsal Olmayan) Prostat Kanseri

Prostat kanseri vakalarinin % 90’dan fazlasmin herediter olmayan sinifin i¢inde
yer aldig1 diigtiniilmektedir.

Prostat kanserinde somatik gen bozukluklarindan bahsedersek; prostat-kanser
hiicreleri bir ¢ok somatik mutasyonlar, gen delesyonlari, gen amplifikasyonlari,
kromozomal yeniden diizenlemeler ve DNA metilasyonunda degisiklikler igerir (Sekil
2.3, Sekil 2.4, Sekil 2.5, Tablo 2.3). Bu degisimler yillar gectikge cogalarak birikir (75,
94). Cogunlukla 7p, 7q, 8q (prostat kanserlerinde en sik rastlanan 8. kromozomun uzun
kolunda bulunan myc geninde amplifikasyon olup, bu artis metastaz riskini de
arttirmaktadir) ve Xq’da artma ve 8p, 10q, 13q ve 16q’da kayiplar olarak kromozomal
anormallikler seklinde ortaya ¢iktigi bildirilmigticr (27, 94). Kromozomal
anormalliklerde dikkat g¢eken heterojenlik farkli hastalarda, aynmi hastada farkls

lezyonlarda ve ayni lezyon i¢inde farkli alanlarda goriilmiistiir.



Normal Prostat Epiteli

Kromozom 8p’ de Germ hiicre mutasyonlari
kayip \ (HPC 1, HPCX)
(NKX3.1) / Genetik polimorfizmler
IGF (VDR, SRD5A2)
AR polimorfizmleri '
(CAG tekrar uzuntuklari)

Invaziv Lokalize

Prostat Kanseri

GSTP1 ekspresyon kaybi

15

Histolojik Prostat Kanseri

PTEN inaktivasyonu

p27 kaybi
. _—
E-Kaderin kayb1

MYC amplifikasyonu

Artmig metalloproteinaz
ekspresyonu

Artmig VEGF ekspresyonu

AR mutasyon ve

Metastatik Prostat Kanseri amplifikasyonu

<

Bcl-2 ekspresyonu

Androjenden Bagimsiz Prostat Kanseri

Sekil 2.3~ Prostat kanserinin dogal seyiri ile iligkili genetik degisikliklerin kisa bir &zeti.
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Normal

prostat

Kolumn ai'

" hijcreler

» Bazal

hiicreler

Proliferatif - Prostatik ’ Prostat
inflamasyon intraepiteliyal kanseri
yapict atrofi neoplazi

: inflamasyon

yapict hiicreler

Sekil 2.4- Prostatik intraepiteliyal neoplaziye 6ncii olan proliferatif inflamasyon yapict atrofi ve

prostat kanseri (94).
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Normal prostat

epitelyumu

Proliferatif inflamasyon

trofi
GSTP1 CpG ada  Jopreratroll

hipermetilasyonu 1 cssmm—g—- i

p27° de azalma

NKX3.1” de azalma ===l peoplazi

PTEN’de azalma

AR geni mutasyon

veya amplifikasyonu

M

m-:maA
e Prostatik intraepiteliyal

RNASEL, ELAC2,
MSR1 germ hiicre

mutasyonlari

Kromozom 8q’ da artig

Kromozom 8p’ de

kayip

10q, 13, 16q° daki

dizilerin kayb1

7p, 79, Xq daki

dizilerin artigt

Sekil 2.5- Prostat kanserinin molekiiler patogenezi (94).
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Tablo 2.3- Prostat kanserlerinde somatik gen degisimleri. TRAMP prostat kanserli transgenik
fareleri ifade eder (94).

Gen Lokalizasyon Degisimler Fenotipik Sonuglar

oG adah | Karsinojen-detoksifikasyon enzimini kodlar;
‘ P pG ada hipermetilasyonu ‘
GSTH ME[H Gsipl/2-/- fareler topikal karsinojenlere
azalmis ekspresyon

( § ekspresyon) maruz kaldiklarinda artan deri timorii

' gelismesi gostermislerdir,
Allelik kayiplar

NKX3E  Bpll

(azalmis ckspresyon) Nmma} prostat geligimi i¢in gerekli olan
prostat-spesifik homeobox genini kodlar;
Nkx3.1+/- ve Nkx3.1-/- farelerde prostatik
hiperplazi ve displazi gbzlenmistir.
PTEN 1Uq2331 Allelik  kayiplar, — mutasyonlar, pyotein e lipid substratlarina karsi etkili
muhtemel CpG ada hipermetilasyonu

fosfatazlart  kodlar, Pten+/- farelerde
(azalmig ekspresyon, fonksiyon veya

prostatik hiperplazi ve displazi gézlenirken,
her ikisi de)

prostatik intraepitelyal neoplazi Ptent/-
" Nkx3.1+/- ve Pten+/-Nkx3.1-/- farelerde
gelismis, Prent/-TRAMP farelerde azdir.

Allelik kayiplar ' p27, siklin-bagimli kinaz inhibit6rii kodlar;
(azalmig ekspresyon) Cdknlb-/- fareler prostatik hiperplaziye
sahipken,  Pten+/-Cdknib-/-  farelerde

CORNIA 12p12-13

' prostat kanseri geligmektedir.
AR qul"lz Amplifikasyon, mutasyonlar

.. . Androjen reseptérii kodlar; Pb-mAR transgenik
(artmig  ekspresyon,  degigmis

fonksiyon) farelerde prostatik hiperplazi ve prostatik

intraepitelyal neoplazi gézlenmistir.

GSTP1

Arastirmacilar Il-tipi glutatyon S-transferaz (GSTP)’1 kodlayan GSTP1’in
promotor bolgesi CpG dizilerinin hipermetilasyonunun, prostatik karsinogenezi
siiresince genom-zarar verici strese, artmig genomik dengesizlige maruz kalmaya yol
acabilecegi baglantisini kurmuslardir (68, 94). Glutatyon-S-transferaz Pi (GSTP) serbest
radikaller gibi reaktif oksijen tirlinlerini inaktive eden koruyucu bir enzim olup, GSTP
ekspresyonunun biitlin prostat intraepitelyal neoplazi ve prostat kanseri vakalarinda

gortlmedigi bildirilmistir (62, 94). Normal prostat epitelyumunda, bazal hiicrelerde
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GSTP1 eksprese olup, kolumnar salgi yapan hiicrelerde olmamasina ragmen enzim
kolumnar epitelyal hiicrelerde indiiklenerek genom-zarar verici streslere maruz kalmaya
neden olabilir. Buna karsin enzimin prostat-kanser hiicrelerinde seyrek olarak
bulundugu ileri siiriilmistiir. Prostat kanser hastalarmim % 90’indan fazlasinda, prostat-
kanser hiicrelerinde GSTPI’in bulunmamast GSTP1’de CpG ada dizilerinin
hipermetilasyonuna ve bu somatik degisimin GSTP1’in transkripsiyonunu engelledigi
sonucuna vartlmigtir. GSTP1’in bulunmayisi1 ve GSTP1’de CpG ada dizilerinin
hipermetilasyonu prostatik intraepitelyal neoplazideki hiicrelerin énemli bir ozelligi
oldugu ve bu iﬁelliklerin prostat kanserinin belirtileri oldugu fikrine varilmistir (54, 94).
Prostat kanseri gelisimi siiresince inaktive olmus GSTP1 allellerini tastyan hiicrelerin
biriktigi saptanmug, buna ragmen incelemeler GSTP1’in bir tiimdr-supressor gen gibi rol
oynamadigini gbstermistir. GSTP1’in caretaker (bekgi) gen (51, 94) olarak ise yaradig
ve gesitli karsinojenlerin (PhIP : 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo-[4,5-b]pyridine,
¢esitli oksidanlar gibi) meydana getirdigi genomik hasara karsi prostat hiicrelerini
korudugu diistiniilmektedir (67, 94) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6- Prostat hiicrelerinde GSTP1 caretaker aktivite kaybi ve karsinojenler aracilt
artmus genomik hasar savunmasizhigl. Besin karsinojenleri, karaciger tarafindan aktive edilen
sitokrom P-450 enzimler ile ve oksidan karsinojenler, inflamasyon yapici hiicreler (trimerik
makrofaj-yikict reseptor MSR1 olarak ifade edilerek belirtilen) tarafindan ayrintili olarak
dikkatle islenip, bazal epitelyal hiicrelerde ve m-cins glutatyon S-transferaz (GSTP1) tarafindan
proliferatif inflamator atrofi hiicrelerinde detoksifiye edilebilir. Prostatik intraepitelyal neoplazi
hiicreleri GSTP1’den yoksun olup, karsinojenler aracili genomik hasara ugramaktadir. Sekildeki
kirmizi X’ler karsinojenlerin engellenmesi ve detoksifikasyonunu belirtmektedir (94).
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NKX3.1

NKX3.1 kromozom 8p21°’de lokalizedir. Biiyiik olasilikla normal prostat
gelisiminde gerekli oldugu i¢in aday gafekeeper gen olup, prostat-spesifik homeobox
genini kodlar. NKX3.1 DNA’y1 engelleyerek PSA geninin ekspresyonunu baskilar.
Yapilan galismalarda bir veye iki alleli etkilenmis fareler prostatik epiteliyal hiperplazi
ve displazi gosterdi. Bazi galismalarda 8p21°deki DNA dizi kayiplarinin (delesyon)
prostat kanseriyle iligkisi olabilecegi diistiniilsede, prostat kanser progresyonunda
NKX3.1 ekspresyon kaybinin baglantisinin olamayacagini gosteren calismalarda
bulunmaktadir (1).

PTEN/Akt

PTEN 10923.31°¢ lokalizedir. Lokalize prostat kanserleri ve metastatik prostat
kanserlerinde PTEN degisiklikleri saptanmis olup, prostat kanserlerinde kromozom
10q’daki heterozigositenin kaybi oldukga sik rastlanan geneﬁk bir degisikliktir. Prostat
kanseri progresyonu siiresince protein ve lipid substratlarina kars1 aktif fosfatazlari
kodlayan bir tiimor supresor gendir. (65, 89, 94). Normal epitelyal hiicrelerde, prostatik
intraepitelyal hiicrelerde PTEN mevcuttur; fakat prostat kanserlerinde sik olarak
ozellikle ¢ok ilerlemis olanlarinda PTEN diizeyi diisiiktiir (61, 94).

Prostat kanserlerinde yaygin olarak PTEN ve NKX3.1’in her ikisinde de somatik
alllelik kayiplar1 ortaya gikartmstir. Bununla birlikte PTEN ve NKX3.1%in yalmz
birinin yetersizliginin bile prostat hiicrelerinin anormal proliferasyonuna onciiliik
edebilecegi bildirilmistir (94).

CDKNI1B

Prostat kanserlerinde, 6zellikle daha kotii prognoz gosteren prostat kanserlerinde
CDKNIB geni tarafindan kodlanan siklin-bagimli kinaz inhibitériiyle p27 seviyesinde
azalma yaygmdir (98). Kromozom 12p12-13°te DNA dizilerinin kayb1 lokalize prostat
kanserlerinin % 23’iinde, bolgesel lenf dﬁgﬁmlerindei prostat kanser metastazlarinin %
30’unda tanimlanmugtir (50). PI3K-Akt sinyal yolag: ile p27 seviyesi baskilandigi ve
PI3K-Akt engellenmesiyle, PTEN CDKN1B, haberci RNA, p27 protein diizeylerini
arttirabilmektedir. Bu sebeple, diigik p27 seviyeleri PTEN fonksiyon kayiplari,
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CDKNIB degisimlerinin bir sonucudur. Fare modellerinde de bu etkilesimler

incelenmis ve desteklenmigtir (26).

Androjen Reseptorii (AR)

Prostat kanserinin hem androjen-bagimli hem de androjen-bagimsiz iki formu
vardir. Androjenlerin kanser hiicreleri igindeki etkilerini engelleyen bir dizi ilaglar
olsada ne yazik ki kanser ¢ofunlukla androjen-bagimsiz hale gelir ve hormonun
yoklugunda da hiicreler biiylimelerini siirdiiriirler. Metastatik prostat kanserleri
genellikle antiandrojenler, androjen baskilamasiyla tedavi edilsede ¢ogunlukla
androjen-bagimsiz  prostat kanserinin hiicrelerinin ortaya ¢ikmasi1 kagmilmaz
olabilmektedir (Sekil 2.7). Androjenlerin yoklugunda reseptdrlerin androjen-bagimsiz
prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu harekete gegirdigine dair kanitlar
meveuttur. Androjen reseptorlerin agirt ekspresyonuna eslik eden AR amplifikasyonu,
androjenlerin diisiik diizeydeki sirkiilasyonuna prostat-kanser hiicrelerinin duyarliligimnin
artigtyla  androjen-bagimsiz prostat-kanser hiicrelerinin bityiimesine 6ncii olabilecegi
fikrini diigtindirmiistiir (94, 99).
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Sekil 2.7- Antiandrojenler, Androjenden mahrum edici tedavi (veya her ikisi) siiresince
prostat kanserinin androjen-bagimsiz prostat kanserine progresyonu. Testosteron ve
dihidrotestosteronun seviyelerindeki terapotik indirgemeden sonra (1), androjen reseptdriiniin
(AR) ligand-baglanma yerindeki mutasyonlar ile androjen~bagimsiz prostat kanserinin ortaya
¢ikmasi arasinda iligki kuruldu ve bu da diger ligandlar tarafindan reseptor aktivasyonuna
olanak saglar (2), androjen reseptérlerin azalmig ekspresyonuna eslik eden AR amplifikasyonu
(3) ve ligand-bagimsiz androjen-reseptdr aktivasyonu (4). GFR biiylime-faktor reseptorii, PSA
prostat-spesifik antijeni, HSP 1s1-sok protein, P fosfat, SRD5SA2 steroid-5-o-reduktaz tip II ve
ARAT0 androjen-reseptor-baglantili protein 70°ni ifade eder (94).
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p53
En Onemli tiimér siipresér genlerden biri olan p53 mutasyonu radikal
prostatektomi ve radyoterapide kotii prognozla iliskilidir. Yapilan incelemelerle bu genin

kaybi, mutasyonuv lokal ileri tiimorlerde ve metastatik timorlerde gosterilmistir (83,
94).

myc
Kromozom 8q {lizerindeki genlerdeki artiy metastaz riskini arttirip, myc geni
(8q24 tizerinde lokalize) lokal ileri tiimérlerde ve metastatik tiimorlerde artis gostererek

biiyiir ve salinimi 6nemli derecede artar (95).

p27
12p12°’de lokalize olan tiimor siipresér gen olup, radikal prostatektomili

hastalarda bu genin ekspresyonunun kayb1 gézlemlenmistir (98).

bcl-2
Hiicre 6liimiinii 6nleyen bir onkogen olup, prostat hiicrelerinin ¢ogunlugunda

(bilhasa androjen bagimsiz olanlarda) salinmaktadir (90).

VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorit)
Kanserlerde salinilan en aktif proanjiyogenik gen olan VEGF, prostat kanseri
vakalarinin - gogunlugunda salmir ve prostat kanseri derecesiyle artmis vaskiiler

endotelyal biiylime faktorli salinimi arasinda 6nemli derecede iligki saptanmugtir (78).

E-Kaderin
Kromozom 16¢23°e lokalize olup, prostat kanserinde bu bdolgenin kaybi
bildirilmigtir. Hiicreler arasi adhezyon proteinlerinden olan E-Kaderinlerin

salmimlarmin prostat kanserlerinin ¢ogunda (bilhasa kotii huylu tiimérlerde) dnemli

derecede azaldig1 saptanmugtir (46).
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Metalloproteinazlar

Metalloproteinazlar selliiler matriksi pargalayip anjiyogenezizi tesvik eden
enzimler olup, salinimlari sonucu prostat kanserinin prostatik intraepiteliyal neoplazi
(PIN) formundan invaziv lokalize prostat kanseri formuna gegisine neden oldugu fikrine

varilmigtir (87).

Telomeraz
Kok hiicrelerdeki kromozomlarin telomer bélgeleriyle ilgili olarak, telomer
kisalmasi telomeraz enzimiyle Onlenir, prostat kanserlerinin ¢ogunda telomeraz

enziminin eksprese edildigi bildirilmisgtir (8).
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Sekil 2.8- Prostat kanser patogenezindeki molekiiler olaylar. Normal prostatta, NKX3.1,
PTEN ve p27 prostat hiicrelerinin biytiylip, hayatta kalmasini diizenler. PTEN’ in yetersiz
diizeyi (1) ve NKX3.1°deki azalma (2) ¢esitli mekanizmalarla p27 diizeylerinde azalmaya neden
olup (3), proliferasyonu arttirir ve apoptozizi azaltir (4). GF blytime faktért, GFR buiyiime-
faktor reseptorii, PIP; fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat, PIP, fosfatidilinositol 4,5-difosfat, PI,K
fosfatidilinositid 3-OH kinaz, PTEN fosfataz ve tensin homologu, Akt protein kinaz B, PDK1 3-
fosfoinositid-bagimli protein kinaz-1, PDK2 3-fosfoinositid-bagimli protein kinaz-2 ve FKHR
forkhead transkripsiyon faktort ifade eder. Kirmizi X isaretleri bloke edilen stirecleri ve
tiretilmeyen molekiilleri, noktali dig ¢izgiler indirgenen molekiil diizeylerini ve A’ lar haberci
RNA’nin poli-A kuyrugunu gosterir. Sagdaki sekilde soru isareti ve noktali ok daha tam olarak
kamitlanmayan NKX3.1 interaksiyonunu gostermektedir (94).
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2.2.5. Paraoksonaz 1 Gen Polimorfizmlerinin Prostat Kanseri Gelisimindeki Rolii

Aragtirmalarda ilgili polimorfizmlerin varliginda genin ekspresyonunun
etkilenip,diisiik diizeyde paraoksonaz enziminin olugmasina neden oldugu, boylece de
paraoksonaz’in gorevini tam yapamayip, olusan serbest radikalleri yok edememesiyle,
oksidatif stresin olustufu gozlemlenmigtir. Yapilan caligmalar bu polimorfizmlerin

prostat kanserinin baslangic ve ilerlemesinde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

2.3. Paraoksonaz (PON) Gen Ailesi

Insanlarda 7. kromozomun uzun kolunda, q21.3 bélgesinde bir araya gelen,
birbirine komsu olduklar1 bildirilen, PON1, PON2, PON3 olarak adlandirilms, ti¢ adet
PON geni bulunmaktadir ve bu ti¢ gen PON gen ailesi olarak adlandirilir. Farelerde de

6. kromozom iizerinde ii¢ gen birbirine komsu olacak sekilde konumlanmigtir (42).

2.3.1. Paracksonaz (PON) Proteinleri

PON1, PON2, PON3 genlerinin proteinleri, amino asitlerinin dizileri agisindan
birbirleriyle yaklagik olarak % 53 oraminda homoloji gostermektedir. Her ii¢ proteinin
dokulardaki ekspresyonlar, dagiimlari birbirinden farklidir. Immiinohistokimyasal
yontemle
PONI proteini : karaciger, plazmada,

PON2 proteini : karaciger, beyin, kalp, bobrek, aortik diiz kas hiicreleri, testis
dokularinda (endotel tabakasinda)
PON3 proteini : karaciger, plazmada bulunduklari gosterilmistir (42).

PON?2, hiicre iginde hidroperoksitlerin iiretimini azaltir ve hiicre-aracili LDL
oksidasyonunu &nler. PON3 ve PON1’den sonra daha detayli olarak tanimlanmustir;
endotel ve vaskiiler duvar hiicrelerinde ekspresyonu ve bu hiicrelerde antioksidan

aktivite gostermesi nedeniyle arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir (12).
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PON3 karacigerde sentez edilip, serumda yliksek—yogunluklu lipoproteinler ile
birlikte bulunmaktadir. Paraoksonaz 1’e nazaran arilesteraz aktivitesi smurhdir ve
paraoksonaz aktivitesi yoktur ama statin gibi laktonlar1 hidroliz edebilir (72).

Aragtirmalar, PON polimorfizmlerinin oksidatif hasara bagli hastaliklarda
Oonemli bir role sahip oldugunu gostermigtir. Yapilan g¢alismalarda paraoksonaz
enziminin koruyucu etkisinin sadece prostat kanserini Onlemekle kisitli olmadigy,
insanlardaki koroner arter hastaliklari, ateroskleroz gibi cesitli kalp hastaliklart ve bazi

kanser tiirlerininde paraoksonazla iligkili olabilecegi sonucuna varilmistir.

2.3.2. Paraoksonaz 1 (PON1) Proteini ve Fonksiyonu

Insan serum paraoksonaz 1 proteini, molekiil agirhg: 43 kDa (Baz1 yayinlarda
cogunlukla 39,6 kDa biiyiikliigiinde olarak belirtilmis.) olup, 354 amino asitten (Bazi
yayinlarda 355 olarak belirtilmis) olusan bir glikoproteindir (31). Es anlamli olarak
kullamlan isimleri arasinda arildialkilfosfataz, kalsiyum-bagimli organofosfataz yer alir.
mRNA’s1 2396 baz ¢ifti (b¢) dir. Ug karbonhidrat zincirine sahiptir. Aminoasit icerigi
bakimindan incelendiginde yiiksek miktarda 16sin amino asidini igerdigi bulunmustur.
Yapisindaki {i¢ sistein amino asidinden 284. pozisyondaki serbest iken, diger ikisi (Cys
42-352) arasinda disiilfit bagi bulunmaktadir (Sekil 2.9) ve serbest bulunan sistein,

substratin taninip baglanmasi i¢in gereklidir (55).

Sekil 2.9: PONI1 proteinin ii¢ boyutlu yapis1 (3, 12).
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Maksimum paraoksonaz aktivitesi i¢in kalsiyum gereklidir. PON1’in ii¢ boyutlu
yapist iki adet kalsiyum iyonu bulunmaktadir (41). Bu iki adet kalsiyum iyonlarindan
biri yapisal kalsiyum olup yapidan uzaklagtirilmasi, tersinmeyen denatiirasyona neden
olmaktadir. Diger kalsiyum iyonu katalitik etkinlikte gorevlidir ve bu kalsiyum iyonu
bir su molekiiliiyle fosfat iyonunun oksijeni ile etkilesmektedir (Sekil 2.9). Paraoksonaz
1’in organofosfat substratlarina karg: hidrolitik aktivitesi kalsiyuma bagiml:i iken, lipid
peroksitlerin birikimini 6nlemede kalsiyumun gerekli olmadig bildirilmistir (49).

Paraoksonaz 1 proteini karaciger ve pankreasta yiiksek, beyin ve akcigerde az
miktarda eksprese olmaktadir.

Karacigerde sentezlenen ve dolagima katilan paraoksonaz 1’in HDL yapisinda
yer almaktadir. PON1, hidrofobik N-terminal bolgesi araciligiyla HDL lipidlerine

kolayca baglanabilmektedir. PON1’i baglayan HDL alt birimleri, apolipoprotein Al
| (Apo Al) ve Apo J (klusterin) proteinlerini de i¢erdiginden, Apo AI ve Apo J’nin
baglanmada rol oynayabilecegi diigtiniilmektedir (25).

Serum paraoksonaz (PON1) aromatik esterleri, organofosfatlari, laktonlar1 ve
cyclic-carbonate ilaglarin hidrolizini katalizleyen bir enzimdir ve LDL (diisiik -
yogunluklu lipoprotein)’nin oksidasyonuna kars: koruyucu 6zelligi olan HDL (yiiksek
yogunluklu lipoprotein) ile iliskili enzimdir. Bu ozelliginden dolayida pestisid
zehirlenmesine kars1 koruyucu 6zelligi olan bir arilesterazdir. Serum paraoksonaz 1
pestisidler, arilesterler, norotoksinler yani sinir ajanlari (nerve gases, nerve agent)
(soman, sarin) gibi c¢esitli organofosfor bilesiklerin  hidrolizlerini katalizlerken,
bireylerin bu gibi kimyasallarin toksisitesine kars1 gosterdikleri duyarlilik degisiminde
onemli derecede etkili oldugunu akla getirmektedir ve yapilan g¢alismalar sonucunda
Q192R paraoksonaz 1 geni polimorfizminin, R allelinin paraoksonun hizli olarak
meydana gelen hidroliziyle, Q allelinin ise yavas olarak meydana gelen hidroliziyle
iligkili oldugu saptandi (10, 20, 58). Ilave olarak paraoksonaz 1’in diazokson,
parationun aktif metaboliti olan paraoksona kargi olan substrat spesifik etkilesimide
Onemlidir(20).

Serum paraoksonaz kansere sebep olan (karsinojenik) yagda-¢oziiniir radikalleri

elimine eder (60). Fenolik esterler tizerine etkilidir.
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Baglica ti¢ fonksiyonu vardir. Bunlar : 1) Arildialkilfosfataz aktivitesi,
2) Arilesteraz aktivitesi,
3) Hidrolaz aktivitesidir.

Serum paraoksonaz 1 aktivitesi, yeni dogan ve prematiire infantlarda erigkin
diizeydekinin yaris1 kadardir. Erigkin diizeydeki seviyeye dogumdan bir yil sonra
ulagilir, ancak yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda ileri yaglarda paraoksonaz 1 aktivitesinin
azaldig1 belirlenmistir (22, 25).

PONI aktivitesi bireyler aras1 ve etnik gruplar arasinda degigkenlik gosterir (10).
Serumdaki paraoksonaz diizeyi ve aktivitesinin bireyler arasinda degZisken olusunun bir
nedeninin PON genindeki kodlama ve promotor bélgelerinde ¢ok sayida polimorfizmin
bulunmasindan kaynaklandigi bilinmektedir. Bu bireyler arasindaki bu .degiskenligin
diger bir sebebi ise kisilerin beslenme gekli ve aligkanliklaridir. Sigara iciminin PON1
derigimi ve aktivitesini azaltti1 ve bu etkisinin geri doniigiimsiiz oldugu saptanmustir.
Serum PON1 diizeyleri gebelik, akut faz reaktanlart ve Apo AI metabolizmasin
etkiliyen bozukluklardan etkilenmektedir. Lipid diigiiriicii statin ve fibrat grubu ilaclarla
yapilan in vitro ve In vivo ¢alismalarda ise geliskili sonuglar elde edilmis, bir kisminda

paraoksonaz 1 sentezi ve aktivitesi artarken digerlerinde azaldig gdzlenmistir (22, 25).

2.3.3. PON1 Gen Yapisi

PON1 geni insanda 7921.3’e lokalizedir (20, 44, 60). Genin 9 ekzonu ve 8
intronu bulunmaktadir. Ekzon ve intron baglant1 yerleri equivalent pozisyonda meydana
gelmektedir. Genin boyutu 26,86 kb dir (mRNA 2393 bp) .

Insanlarda yapilan calismalarda paraoksonaz 1 geninde, promotdr ve kodlayan
bolgelerinde, cesitli polimorfik kisimlar saptanmistir. Bu nedenle insanlardaki
ckspresyonu da gesitlidir. Promotér bolgedeki, (-107)T/C, (-907)G/C gibi
polimorfizmlerle; kodlayan bolgedeki MS54L, 1102V, QI192R, L55M gibi
polimorfizmlerin etkisiyle insanlardaki PONI gen ekspresyonunun etkilendigi yapilan
¢aligmalarda belirgin bir sekilde gosterilmis ve hayvan deneyleriylede desteklenmistir
(Sekil 2.10) (20).
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Sekil 2.10- PON1 geninin kodlayan bdélgeleri. A) PON1 geni ekzon ve intronlarimn genel
gorlintlisti. B) PON1 geninin promotdr ve kodlayan bolgesindeki polimorfizmlerin yeri. C)
PONI geninin transkripsiyonu igin gerekli olan promotériin yaklasik 200 bp’ lik bolgesinin
biiytitiilmesi (24, 33) '
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2.3.4. PON1 Geni Q192R ve L55M Polimorfizmleri

Yapilan ¢aligmalarda, Paraoksonaz 1 enzim aktivitesi varyasyonlarindan
sorumlu olan GIn192Arg (Q/R) ve Leu55Met (L/M) olarak isimlendirilen en az iki
mutasyon yerinin bulundugu rapor edilmistir (10).

Akrabalik iligkisi bulunmayan 381 (201 erkek, 180 kadin) goniillii Tiirk birey ile
gerceklestirilen bir calismada, yiiksek etkili R (Arg) ve L (Leu) allellerinin frekanslari,
sirastyla, 0,31 ve 0,72 olarak saptandi ve bu allellerin frekansimin Kafkas
populasyonlarindan biraz daha yiiksek fakat Dogu populasyonlarindan ¢ok daha diisiik
oldugu belirlendi (10).

Genetik polimorfizmlerden dolayi, bireyler arasindaki serum PON1 aktivitesi
10-40 kat arasinda degisen farkla degiskenlik gosteriyordu (20, 58). Bireyler arasindaki
bu degiskenlige ilaveten, QI92R, L55M gibi nokta mutasyonlarnin proteindeki
degisikliklere onciilik etmesinden dolayi, serum PON1 aktivitesi bakimindan irklar
arasinda da dikkate deger ol¢tide farkliliklar vardir (2, 10, 44).

Kodon 192’de adenin bazinin yerine guanin bazimin gegmesi (A—G
mutasyonu), proteinde glutamin (Q genotipi) amino asidinin yerini arjinin (R genotipi)

~amino asidinin almasina sebep olup, bireylerde yiiksek enzim aktivitesine yol agar (2,
44).

Ikinci sik goriilen polimorfizm, kodon 55°te 16sin (L genotipi) amino asidinin
metionin (M genotipi) amino asidine yer degistirmesidir (2, 44). Onceki ¢alismalarda
sadece GIn192Arg (Q192R) polimorfizminin PONI aktivitesini etkiledigine
inanihiyordu fakat yapilan sonraki galismalarda L55M polimorfizminin de paraoksonaz
1 enziminin serumdaki konsantrasyonunu diisiirmesiyle, enzim aktivitesini

etkiliyebilecegini gostermistir (14, 56).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Hasta Grubu

Saglik Bakanlig Sigli Egitim ve Aragtirma Hastanesi Uroloji Boliimii (n=93) ve
Kartal Devlet Hastanesi Onkoloji Boliimii’ nde (n=27) patoloji servislerinde prostat
kanseri tanis1 almis toplam 120 olguda ¢aligma gergeklestirilmistir.

Prostat kanseri tanmisi konmus caligtlan 120 olgunun (erkek) yas ortalamast
70,04+8,3°diir (min: 48 — maks: 89 yas).

Hastalara ait klinik parametreler (tan: sirasindaki aile dykiisii, metastaz durumu,
sigara kullanimi, sag kalim vb.) ilgili bolimlerin argivlerinden elde edilmistir.
Hastalarmn kendisinden ve/veya ebeveynlerinden bilgilendirilmis onay formlar

alinmugtir (3.1.4. bilgilendirilmis onay formu &rnegi, sayfa 35°de verilmistir).



3.1.2. Saghkh Kontrol Grubu

Saglikli kontrol grubu olarak Istanbul Universitesi Deneysel Tip Aragtirma
Enstitiisii Genetik ABD’nda goniilliilerce olusturulmus DNA bankasina ait 100 6rnek
kullanilmugtir. ~ Olusturulan bu banka Tiirkiye cografyasinin tiim bolgelerini
kapsamaktadir. Ortalama yas 61,06+£8,9 (min: 50 — maks: 88 yas) dir. Kisilere ait yas,

cinsiyet, aile hikayesi gibi bilgiler belirlenmis ve katilan bireyler ¢alisma hakkinda

bilgilendirilerek “bilgilendirilmig onay formu” i¢gin imzalar1 alinmustir.

3.1.3. Prostat Kanseri Hastalarina Ait Klinik Parametreler

Cah@maya‘ dahil edilen yas ortalamast 70,04+8,3 olan prostat kanseri hastalarma

ait ailevi ve klinik veriler Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1- Prostat kanseri hastalarina ait klinik parametreler.

Klinik Parametreler

Kisi Sayisi
Var 38
Ailede kanser
Yok 82
Var 47
Metastaz
Yok 73
Icen 50
Sigara )
Icmeyen 70
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3.1.4. Bilgilendirilmis Onay Formu

Hasta Bilgilendirme Formu

Tarih:.../.../...
Say1:
Saym Bay............

1.Calismakta oldugumuz “Prostat Kanserli hastalarda paraoxonase gen polimorfizminin
risk faktorii olarak belirlenmesi’’ isimli proje Prostat Kanseri ile ilgili bir projedir. Sizin
bu proje i¢in segilmenizin sebebi hasta populasyonu temsil etmenizdir.

2.Yapilmast planlanan calisma icin Prostat Kanseri belirlenen olgularin periferik
kanlarindan elde edilen DNA ile ilgili deneyler gerceklestirilecektir.

3. Periferik kanmnizdan izole edilen DNA’ni1z saklanacaktir. Toplam 100 Prostat Kanseri
hastasindan olusturulan DNA bankasinda PON1 geni polimorfizm analizi yapilacaktir.
4.Caligma stiresi 1 yildir.Bu siire iginde dilerseniz ¢alismadan ¢ikma hakkiniz
bulunmaktadir.Bu durumda sayiyr tamamlamak amaciyla yerinize yeni Prostat Kanseri
hastalar1 bulunacaktir.

5.Bu ¢aligma direkt olarak size tibbi bir yarar saglamayacaktir.

6.Bu calismanm size maddi bir getirisi olmayaca@1 gibi sizden ya da kurumunuzdan
herhangi bir iicret talep edilmeyecektir.

7.Bu ¢aligmada yukarida belirtilen analizlerden bagka bir analiz yapilmak istenmesi
halinde size ulagilarak ayri bir onay alinacaktr.

8.Elde edilen bilgi sifre korumali bir bilgisayar programinda korunacak olup calisma
kapsamindaki arastiricilar diginda kimse ile paylagiimayacaktir.

9.0lusturulan bu DNA bankasinda kisi isimleri kullanilmayacak,drnekler numarali
olarak saklanacaktir.

10.Sonuglar doktorunuza génderilecektir. ’

11.Calisma siiresince ve sonrasinda dilediginiz zaman bu galisma ile ilgili bilgi alma

hakkina sahip bulunmaktasiniz.



3.1.5. Kimyasallar

Agaroz

Amonyum Asetat

Borik Asid

Bromfenol Mavisi

Etanol

Etidyum Bromid
Fenol:Kloroform:Izoamil alkol (25: 24:1)
Hidrojen Peroksit (%35)
Proteinaz K

Sodyum Asetat

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

Tris Baz

3.1.6. PZR Materyali

Taq DNA polimeraz (5U/pl)

10X PZR buffer (10mM Tris-HCI pH:8.8)
25mM MgCl,

10mM dNTP miks

Primerler

50bp DNA Ladder

3.1.7. Restriksiyon Enzimleri

Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Carlo Erba
Sigma, Almanya
Fluka, Isvigre

Merck, Almanya

Appligene-Oncor, USA

Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya

Fermentas, USA
Fermentas, USA
Fermentas, USA
Fermentas, USA
IDT Inc., USA

Fermentas, USA
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Hsp92 11 (10u/pl) Promega R7161
BspPI  (2u/ul) Fermentas ER1322



3.1.8. Kullanilan Tampon Ve Cozeltiler

Agaroz Jel Yiikleme Solusyonu (6X)
%15 fikol
%0.05  bromfenol mavisi

%0.05  ksilen siyanol

DNA izolaSyon inkiibasyon buffer (pH:8.0)

75uM  NaCl
25uM  EDTA
Proteinaz K 20 mg/ml

Sodyum Dodesil Stilfat %10

Tris-asetik asid-EDTA (TAE) (50X) (1L)
242 g Tris Base
57.1ml  Glasial Asetik Asid
100ml  0,5M EDTA

Tris-EDTA (TE) solusyonu
10mM  TrisHCL (pH:8.0)
ImM EDTA

Eritrosit Pargalama Cozeltisi (RBL) (1X) (1L)
8,74 gr NH4CI
1 gr KHCO4
200ml  EDTA (0,5 M)

Beyaz Hiicre Parcalama Cozeltisi (WBL) (400ml)
10 ml NaCl (4M)
20ml  EDTA (0,5M)
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3.1.9. Kullanilan Cihazlar

Buzdolabi ve derin dondurucu (+4 ve -20°C) (Argelik)

CCD kamera-bilgisayar donanimi (Mitsubishi, Macintosh centis 650)
Calkalamali su banyosu (Memmert)

Ceker ocak

Distile su cihazi (Kermanlar)

Elektroforez aleti/Gli¢ kaynag (Stratagene)

Hassas terazi (Shimadzu)

Is1 blogu (VWR-scientific)

Masaiistii mini santrifuj (Hettich, Eppendorf 5415c¢)

Otoklav (Kermanlar)

Otomatik pipetler (Gilson, Eppendorf)

PZR cihaz1 (Termal dongii aleti) (Techne, Eppendorf, Perkin Elmer 480)
Spektrofotometre (Biotech Photometer, WPA)

Vorteks (Kermanlar)

3.2. Yontem

3.2.1. DNA Eldesi

Klinik olarak Prostat Kanseri tanist almig 120 hastadan ve 100 saglikh kisinin
olusturdugu kontrol grubundan, pihtilasmay1 engelleyen EDTA’l1 tiipe 10ml periferik
vendz kan oOrnegi alindi. Kan Ornekleri DNA izolasyonu asamasma kadar +4°C
buzdolabinda bekletildi. Calismamizda kandan DNA eldesi igin “‘tuzla ¢oktiirme
yontemi” kullamlds. Ilk olarak kirmizi kan hiicrelerinin (eritrositlerin) uzaklastirilmast
amactyla tiim ornekler 50ml’lik falkon tliplerine alindi ve tizerlerine 1/3 oranmnda
kirmiz1 kan hiicresi lizis solusyonu (RBL) (eritrosit membranini pargalar) eklenerek 15
dakika +4°C buzdolabinda bekletildi. Daha sonra 1500rpm’de 15 dakika santriflij
edildi.Ust stv1 dokiildii, elde edilen pelet stispanse edildi. Ay islem bir kez daha 1/2
oraninda RBL ilave edilerek tekrarlandi. 1500rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
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Yikanan beyaz hiicrelerin zarlarmi ve zarlarinda bulunan yag ve protein bilesenlerini
uzaklagtirmak amaci ile 1/1 oraninda beyaz kan hiicresi lizis solusyonu (WBL), 500ul
% 10’luk sodyumdodesil siilfat (SDS) ve 50l proteinaz K eklenerek bir gece 56°C’de
sicak su banyosunda inkiibasyona birakildi. Ertesi giin 6rneklerin iizerine, protein ve
lipidlerin ¢oktiiriilmesi igin 3700ul, 9,5M amonyum asetat (NHyAc) eklenerek, iyice
karistirild1 ve -20°C derin dondurucuda 20 dakika bekletildi. 4500 devirde ve +4°C’de
santrifij edilerek proteinler ¢oktiirlildii. Stipernatan (iist s1v1) temiz, yeni bir falkon tiipe
aktarilarak lizerine 1/3 oraninda % 100 steril etanol eklendi ve DNA’nin -yiizeye
ylikselmesi beklendi. Yiikselen DNA steril bir pipet ucu yardimi ile yakalanarak 1,5’luk
ependorf tliplerine aktarild1 ve tuz kalintilarindan arindirmak amaci ile iizerine 500pl
%70 etanol eklenerek en yiiksek devirde santrifiij edildi. Tiipiin dibine ¢oktiigii
gozlenen DNA’nin {izerindeki alkol hizla uzaklagtirildi ve iizerine DNA’nm
yogunluguna gore 50-100ul Tris-EDTA (TE) (pH:8) solusyonu eklenerek bir gece oda
1sisinda DNA’min  ¢oziinmesi beklendi. Daha sonra ependorf tiipleri parafilm ile

sarilarak +4°C buzdolabinda ileride kullaniimak tizere saklandi.

3.2.2. PZR ile DNA Analizi

Kary Mullis tarafindan 1980 yilinda tasarlanmis olan Polimeraz Zincirleme
Reaksiyonu (PZR) in vitro bir amplifikasyondur. Cogaltilmak istenen DNA dizisinin
her iki ucuna uygun ve komplementer segilen primerler ile kalip DNA hedef alinarak
sentez yapilir. Bir dongiide zincir ayrigmas: (denatiirasyon), primer hibridizasyonu ve
DNA sentezi islemleri birbirini izler. Dongiiler istenen sayida tekrarlanir. “‘n’’ sayida
tekrarlanan dongiilerin sonunda ¢ift sarmalli hedef DNA teorik olarak 2" sayida
cogalmis olur.

PON1 geni QI92R ve L55M polimorfizmlerinin saptanmasi amaci ile
orneklerimizi genin ilgili bolgeleri i¢in dizayn edilmis primer ¢iftleri ile PZR uyguland:
(Sekil 3.1, Sekil 3.2, Tablo 3.2).
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ttecattatagetageacgaaggetecatcccacatettgattttaggaatagacagtgaggaatgecagttaataatectgtaatgtte
aataccttcaccttatatattatgtgtgtatgttttaattgcagtttgaatgatatigitgctgtgggacctgageacttttatggeaca
aatgatcactattttcttgaccectacttacaatcctgggagatgtatttggatitagegtggtegtatgttgtetactatagtccaagt
gaagttcgagteptegcagaaggatitgattitgctaatggaatcaacatttcaccegatggeaagtat gtgaactctetgaaatgtagt
ggatttactcagattctcaggagatatcttggaatatattcttttittaagtaatatgatacattttaacatgttaccctagtgagataa

aattaggaaaaatgtaaaatgtcttaatttticagggggtgaaatitatcaaatcaaaaatticattgtgaaggcatactggttttattt

Sekil 3.1- PON1 geni dizisi iizerinde, Q192R polimorfizmi cahsmasinda kullanilan
primerlerin yerlesim bolgeleri. Alt1 ¢izili olarak gosterilen diziler bu ¢alismada kullanilan
primerleri isaret etmektedir.

tctagtccatcaatttaaaacaaatatactaagtgtaaattttaattaaacttgttaatgaattaatatatttttaatticcatataate
geattcatcaatttgaataaatgaaagaatgaattatictgaacctattaaagaagagtgatotatagccccagtttcaagtgaggtote
ataaagaaatggatccacatcctgeaataatatgaaacaacctgtactttctgtictetttictggeagaaactggetetgaagacttgg
agatactgcctaatggactggctttcattagctctgtgagtgttttdtttcacttttctgtgttctagaacgttttctaggactggcagg
ttaagtctttcacttaggctttctgtatacccatgeccactttcaaataaaatgaacagtcatggtttaaaagacaaattgtgtatgcat
ttacacttgtgctataattatgatcatgegtgtictatgeatatttgtgttcttcggtctacattgaaccatattacgttagettctatt

Sekil 3.2- PON1 geni dizisi iizerinde, L55M polimorfizmi calismasinda kullanilan
primerlerin yerlesim bolgeleri. Alt: ¢izili olarak gosterilen diziler bu ¢alismada kullanilan
primerleri isaret etmektedir.



Tablo 3.2- PZR Reaksiyonlarinda kullanilan primerler ve dizileri.
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Primer Ad: | Primer Dizisi Referans Hedef Gen | Uriin Boyu
QIR (F) Antognelli ve ark. 2004
5’tattgttgctgtgggacctgag3’
PONI1 238 be
QI92R (R) |
. 5’cctgagaatctgagtaaatccact3’ | Meveut calisma
L55M (F) |5’ gaagagtgatetatagccecag3’ | Antognelli ve ark. 2004
L55M (R) 5’tgaaagacttaaactgccagtc3’ PONI 230 bg
Mevcut caligma

PONT1 geni Q192R ve L55M polimorfizmlerinin tespiti i¢in kullanilan PZR

kosullar1 agagidaki gibidir.

0Q192R icin PZR kosullari, final hacim 40ul (her bir 6rnek icin)

dH,0O (DNase-RNase igermeyen)
10X PZR Tampon (10mM)
1,5 mM MgCl,

2mM dNTPs (adenin, guanin, sitozin, timin)
10pmol Q192R primeri

. 1U Taq DNA polimeraz
100 ng genomik DNA

30,3 ul
4 ul
24 ul
1,6 ul
1 ul
02 ul

0,5 ul
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L55M icin PZR kosullari, final hacim 40ul (her bir 6rnek icin)

dH,0 (DNase-RNase icermeyen) 30,3 pul

10X PZR Tampon (10mM) 4 pl
1,5 mM MgCl, 24 ul
2mM dNTPs (adenin, guanin, sitozin, timin) 1,6 ul
10pmol L55M primeri 1 wl
1U Taq DNA polimeraz 0,2 pl
100 ng genomik DNA 05

Q192R ve L55M polimorfizmleri icin PZR déngiisii (35 siklus)

94°C 3dak. Ilk denatiirasyon
94°C 1dak.

53°C/57°C 1dak.

72°C 1dak.

72°C 5dak. Son uzatma

3.2.3. Restriksiyon Enzim Kesimi

PCR f{iriinlerinin restriksiyon enzimi ile kesimi Q192R polimorfizmi i¢in 33,5
ul, L55M polimorfizmi i¢in 30 pl final hacimde yapildi. Reaksiyonlar enzim
kitap¢iginda Onerilen buffer ve kosullarda gergeklestirildi. Enzim kesimi igin 6nerilen
1silarda 4 saat inkiibasyon yapildi. Kesim sonrasi kesilmis ve kesilmemis {iriinler DNA
marker ile beraber yliriitiiliip, % 4 oraninda hazirlanan agaroz jel elektroforezinde
gorintiilendi (Tablo 3.3, Sekil 3.3 ve Sekil 3.4).



Tablo 3.3- PON1 geninin Q192R ve L55M polimorfizmleri icin PCR iiriinii ve
restriksiyon enzim kesim iiriinii boylar.

PONI1 geni
Kesim sonrasi iiriin
Q192R PCR iiriinii |Restriksiyon enzimi
boylar:
genotipleri
Q192R )
238bg BspPI (Binl) 238bg
QQ
Q192R )
OR 238bg BspPI (Binl) 238b¢+175bg+63bg
QI192R )
238bg BspPI (Binl) 175b¢+63bg
RR
PONT1 geni
Kesim sonrasi iiriin
L55SM PCR iiriinii | Restriksiyon enzimi
boylari
genotipleri
LM 230b Hsp92 11 230b
¢ S ¢
LL P
L55M :
230bg Hsp92 11 230bg+127b¢+103bg
LM
L55M _
230bg Hsp92 1T 127b¢+103bg

MM
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1) Normal bireylerde (Glutamin amino asidi bulunur.):
tattgttgctgtgggacctgagceacttttatggecacaaatgatcactattttcttgacececta
cttacaatcctgggagatgtatttgggtitageg
tggtcgtatgttgtctactatagtccaagtgaagttcgagtggtggeagaaggatttgattitgctaatggaatcaac
atttcacccgatggeaagtatgtgaactctctgaaatgtagtggatttactcagattctcagg

(238 be)

2) Mutant bireylerde (Arjinin amino asidi bulunur)(a-g dontistimii):

tattgttgctgtgggacctgagceacttttatggcacaaatgatcactattttcttgaccecta
cttacaatcctgggagatgtatttgggtttageg
tggtcgtatgttgtctactatagtccaagtgaagticgagtggtegcagaaggatttgattitgctaatgggatcaac
atttcacccgatggceaagtatgtgaactctctgaaatgtagtggatttactcagatictcagg

(238 be)

3) BspPI (Binl) enzimi uygulamasi (homozigot mutant bireylerde) :
tattgttgetgtgggacctgageacttttatggeacaaatgatcactattttcttgaccecta
cttacaatcctgggagatgtattigggtitageg

tggtegtatgttgtctactatagtccaagtgaagticgagtggtggeagaaggatitgatttigetaatgggatcaac
(175 be)

atttcacccgatggcaagtatgtgaactctctgaaatgtagtggatttactcagatictcagg
(63 bg)

Sekil 3.3- Q192R polimorfizminde PZR iiriiniinde enzim kesiminin gosterilisi. 1) Normal
bireylerdeki 238 bg’lik PZR trtiniinde 192 pozisyonundaki adenin (a) bazini gosteriyor. 2)
Mutant bireylerdeki 238 bg¢’lik PZR iiriintinde 192 pozisyonundaki guanin (g) bazini gosteriyor.
3) BspPI (Binl) enzimiyle homozigot mutant bireylerde olusan kesim sonucu gésterilmektedir.
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1) Normal bireylerde (L.osin amino asidi bulunur.)

gaagagtgatgtatagccccagtttcaagtgaggtgtgataaagaaatggatccacatcctgcaataatatgaaacaacétgta
ctttetgttetettttctggecagaaactggetetgaagacttggagatactgectaatggactggetttcattagetetgtgagtgttit
ctttcacttttctgtgtfctagaacgttttctaggactggcagtttaagtctttca

(230 b¢)

2) Mutant bireylerde (Metionin amino asidi bulunur.) (t-a dontistimii) :

gaagagtgatgtatagececagtticaagtgaggtgtgataaagaaatggatccacatectgeaataatatgaaacaacctgta
ctttctgttetettttctggeagaaactggetetgaagacatggagatactgectaatggactggetiteattagetetgtgagtgttt
tetttcacttttctgtgttctagaacgttttctaggactggeagtttaagtetttca

(230 bg)

3) Hsp92 1I enzimi uygulamasi (homozigot mutant bireylerde) :

gaagagtgatgtatagccccagtttcaagtgaggtgteataaagaaatggatccacatectgeaataatatgaaacaacctgta
ctttctgttetettitctggeagaaactggetetgaagacatg
(127 be)

gagatactgcctaatggactggctticattagetctgtgagtgttttctttcactttictgtgtictagaacgtitictaggactggeagt
ttaagtctttca
(103 be)

Sekil 3.4- LS5M polimorfizminde PZR iiriiniinde enzim kesiminin gosterilisi. 1) Normal
bireylerdeki 230 bg’lik PZR iirtintinde 55 pozisyonundaki timin (t) bazint gésteriyor. 2) Mutant
bireylerdeki 230 bg’lik PZR urlintinde 55 pozisyonundaki adenin (a) bazint gosteriyor. 3) Hsp92
I enzimiyle homozigot mutant bireylerde olusan kesim sonucu gosterilmektedir,
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3.2.4. Jel Elektroforezi ve Genotipleme

3.2.4.1 Jel Elektroforezi

PONI1 geni Q192R ve L55M polimorfizmlerinin PCR amplifikasyon iiriinlerinin
analizi %3’liikk agaroz jelde yapildi. Agaroz jeller 1X TAE ile hazirlandi ve 1.7pl
etidyum bromid solusyonu (20mg/ml) eklendi. 10 pl PCR iiriinii 2ul yiikleme solusyonu
ile jele yiiklendi. 75 V akimda 40 dakikada jeller yiiriitiildii. Ardindan UV 1sik altinda
goriintiilendi.

PON1 geni Q192R ve L55M polimorfizmlerinin amplifikasyon iiriinlerinin
analizi, restriksiyon enzim kesimini takiben % 4’likk agaroz jelde yiiriitiildii. Agaroz
jeller 1XTAE ile hazirlandi. 1.7ul etidyum bromid solusyonu (20mg/ml) eklendi.
Q192R polimorfizm ¢aligmasi i¢in 30pl, L55M polimorfizm g¢aligmasi igin 25ul PCR
tiriinii 4pl yiikleme solusyonu ile jele yiiklendi. 65 V akimda 50 dakika jeller yiiriitiildii.
Ardindan UV 1s1k altinda goriintiilendi.

3.2.4.2. Q192R Genotiplemesi

PONI1 geni Q192R polimorfizmi genotiplemesi i¢in yapilan PZR reaksiyonunda
Q192R polimorfizmine uygun olan primerler kullanildi.

PZR {iriinleri %3’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip etidyum bromiir ile
goriiniir hale getirildi ve amplifikasyon kontrolii yapild.

PZR’ si basarili bir sekilde gikan 6rneklere BspPI (Binl) enzimiyle restriksiyon
enzim kesimi ¢alismasi yapildi. 55°C’de dort saat inkiibasyon yapildi.
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Q192R icin restriksiyon enzim kesimi kosullari (her bir 8rnek icin)

10X Tampon Tango 3 ul
BspPI (Binl) 0,5 pul
PZR iiriinii 30 ul

Enzim kesimi yapilan ornekler % 4°liikk agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip

etidyum bromiir ile gbriiniir hale getirildi.

Homozigot normal form (QQ genotip - tek band tagtyan bireyler) 238 bg

Heterozigot mutant form (QR genotip - iki band tastyan bireyler) 238 bg, 175 bg,
63bg

Homozigot mutant form (RR genotip - tek band tagtyan bireyler) 175 bg, 63
bg’lik band boylar: seklinde belirlendi (Sekil 3.5).

QQ QR RR
238 bg |,
175 b(} S me— ——
63bg —1— —— T—

Sekil 3.5- Q192R genotiplemesinin sematik goriintiisii.
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3.2.4.3. L55M Genotiplemesi

PONT1 geni L55M polimorfizmi genotiplemesi i¢in yapilan PZR reaksiyonunda

L55M polimorfizmine uygun olan primerler kullanildi.

PZR fiirtinleri % 3’liik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip etidyum bromiir ile

goriiniir hale getirildi ve amplifikasyon kontrolii yapildi.
PZR’si bagarili bir sekilde ¢ikan 6rneklere Hsp92 II enzimiyle restriksiyon

enzim kesimi ¢aligmas: yapildi. 37°C’de dort saat inkiibasyon yapildi.

L55M icin restriksiyon enzim kesimi kosullari (her bir 6rnek icin)

dH,0 1,8 pul
10X Tampon K 3 ul
Hsp92 1T 02 ul
PZR {iriinii 25 pl

Enzim kesimi yapilan 6rnekler % 4’litkk agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip
etidyum bromiir ile goriiniir hale getirildi.

Homozigot normal form (LL genotip) 230 bg

Heterozigot mutant form (LM genotip) 230 bg, 127 bg, 103bg

Homozigot mutant form (MM genotip) 127 bg, 103 bg¢’lik band boylar seklinde
belirlendi (Sekil 3.6).
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LL LM MM
230 bg L,
127 be
103 bg L,

Sekil 3.6- L55M genotiplemesinin sematik goriintiisii.

A) Metss B) Glnjo (Diistik)
----5’-GACATGGAC---- ----TTACAATCC----
----3’-CAGTACCTG---- ~---AATGTTAGG----
Hsp92II enzimi ile kesim var BspPI (Binl) enzimi ile kesim yok
Leuss Argio; (Yiiksek)
----5’-GACTTGGAC---- ----TTACGATCC----
----3’>-CTGAACCTC---- ----AATGCTAGG----
Hsp92II enzimi ile kesim yok BspPI (Binl) enzimi ile kesim var

Sekil 3.7- PONlss ve PONIlyy, polimorfizmlerinin restriksiyon enzim analizleri.
Restriksiyon enzim kesim yerleri alt1 ¢izili olarak gosterildi. Sekilde PCR ile amplifiye edilen
DNA segmentleri goziikmekte. A) Eger segment pozisyon 55 deki metionin amino asidini
sifrelerse, amplifiye edilen DNA fragmani Hsp92 II restriksiyon enzimi ile kesilmis olacak, eger
bu pozisyonda 16sin amino asidini sifrelerse enzim tarafindan kesilmeyecek. B) Eger segment
pozisyon 192 deki arginin amino asidini sifrelerse, amplifiye edilen DNA fragmant BspPI
(Binl) restriksiyon enzimi ile kesilmis olacak, eger bu pozisyonda glutamin amino asidini
sifrelerse enzim tarafindan kesilmeyecektir (30).



50

3.2.5. Istatistik Hesaplamalar

PONI geni Q192R ve L55M genotipleri ile prostat kanseri gelisimi arasindaki
iligki x* (kikare) analizleri ile belirlendi. ““Odds ratio”’ (OR) ve %95 giiven araliklari
hesaplandi. OR degerinin ‘1>’ den biiyiik olmas1 mevcut risk faktoriinii tasiyan bireyler
arasinda hastaliga sahip olma riskinin arttigin1 gosterir.

v* (kikare) testi; sayimla elde edilen nitel degiskenlerin, ¢esitli smiflandirma
bigimlerine gore (tek degiskenli, iki degiskenli vb.) analizini yapmak, nicel
degiskenlerin 6zgiin smiflama bigimlerini ve frekans dagilimmi ele alarak dagilim
bi¢cimine yonelik analiz etmekte kullanilan testlerdir. 2*2 tablosunda eger teorik
degerlerin herhangi biri 5’¢ esit ya da daha kiigiik ise bagimsizlik analizi Fisher kikare
yontemi ile yapilir. Fisher testinde dogrudan olasilik elde edilir. y* (kikare) testi
sonucunda p<0,05 degeri anlamli1 kabul edildi.

Ttm analizler Windows tabanli SPSS (Statistical Packages of Social Sciences)

10.0 paket programi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Paraoksonaz 1 Geni Q192R ve L55M Polimorfizmlerinin Genotip Dagilimlan

Caligmamiza dahil edilen prostat kanseri hastalari ve saglikli kontrol grubu
bireylerindeki Q192R ve L55M gen polimorfizmlerinin dagilimlar1 Tablo 4.1°de ve
Tablo 4.2°de 6zetlenmistir.

Prostat Kanseri Hasta ve Saghkl Kontrol Grubunda Q192R polimorfizmi icin,

Yapilan istatistik degerlendirme sonucuna gore prostat kanseri hasta grubu ve
saglikli kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmedi (p= 0,547,
v*=1.206).

Tablo 4.1- Prostat kanseri hasta ve saghklh kontrol grubunda Q192R
polimorfizmine ait genotiplerin dagilimi. n : incelenen &rnek sayisi

Q192R | GENOTIP GRUPLAR TOPLAM

KONTROL HASTA
n % n %

0(QQ) 86 (%86) 97 (%85,84) 183

1(RR) 4 (%4) 2 (%1,76) 6
2 (QR) 10 (%10) | 14 (%12,38) | 24
TOPLAM 100 113 213

QI92R polimorfizmi igin prostat kanseri hasta ve kontrol gruplari arasinda
yapilan tarama sonucu; prostat kanseri hastalarinda QQ genotipli bireyler %85,84, RR
genotipli bireyler %1,76 ve QR genotipli bireyler %12,38 olarak; saglikli kontrol
grubunda ise QQ genotipli bireyler %86, RR genotipli bireyler %4 ve QR genotipli
bireyler %10 olarak saptandi. Calismamizda kullanilan prostat kanseri hasta ve kontrol

grubu Hardy-Weinberg’e uygundur.
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238
175

63

Sekil 4.1- PON1 geni Q192R polimorfizmi genotiplerine ait agaroz jel goriintiileri. PCR
tirtinil 238b¢ uzunlugundadir ve BspPI (Binl) restriksiyon enzimi ile kesim sonucu 175b¢ ve
63bg boylarinda iiriinler olugmaktadir. % 4’likk agaroz jel sonucu 5 no’lu 6rnek heterozigot
bireyleri, 1, 2, 4 Ornekler normal bireyleri, 3 no’lu 6rnek homozigot mutant bireyi
gostermektedir. (M : 50bg’lik DNA marker)

Prostat Kanseri Hasta ve Saglikh Kontrol Grubunda L55M polimorfizmi igin,

Yapilan istatistik degerlendirme sonucuna gore prostat kanseri hasta grubu ve
saglikli kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edildi (p=
0.000023, ¥*= 21.334). ‘
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Tablo 4.2- Prostat kanseri hasta ve saghkl kontrol grubunda
L55M polimorfizmine ait genotiplerin dagilimu.
n : incelenen 6rnek sayisi

L55M |GENOTIP GRUPLAR TOPLAM
KONTROL HASTA
n % n %
0 (LL) 91 (%91) 74 (%64,34) 165
1 (MM) 1 (%1) 6 (%5,21) 7
2 (LM) 8 (%8) 35 (%30,43) 43
TOPLAM 100 115 215

L55M polimorfizmi igin prostat kanseri hasta ve kontrol gruplar arasmda
yapilan tarama sonucu; prostat kanseri hastalarinda LL genotipli bireyler % 64,34, MM
genotipli bireyler % 5,21 ve LM genotipli bireyler % 30,43 olarak; saglikli kontrol
grubunda ise LL genotipli bireyler % 91, MM genotipli bireyler % 1 ve LM genotipli
bireyler % 8 olarak saptandi. Calismamizda kullanilan prostat kanseri hasta ve kontrol

grubu Hardy-Weinberg’e uygundur.
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1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 M

Sekil 4.2- PON1 geni L55M polimorfizmi genotiplerine ait agaroz jel goriintiileri. PCR. -
tirtinti 230bg uzunlugundadir ve Hsp92 II restriksiyon enzimi ile kesim sonucu 127bg ve 103bg
boylarmda irtinler olusmaktadir. % 4’lik agaroz jel sonucu 1, 2, 3, 5, 6 no’lu Srnekler
heterozigot bireyieri, 7, 8, 9, 10, 11 6rnekler normal bireyleri, 4 no’lu Ornek homozigot mutant
bireyi gostermektedir. (M : 50bg’lik DNA marker)
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4.2. Hastalara Ait Klinik Parametrelere Gore Paraoksonaz 1 Geni Q192R ve
L55M Polimorfizmlerinin Varyant Allel Dagilimlar

Prostat Kanseri Hasta ve Saghkli Kontrol Grubunda Q192R polimorfizmi i¢in,

Prostat kanseri hasta ve saglikli kontrol grubuna ait Q192R polimorfizmi igin

varyant allellerin dagilimi Tablo 4.3°de belirtilmigtir.

Tablo 4.3- PON1 geni Q192R polimorfizminin genotip ve allel varyant dagihmi n :
incelenen ornek sayisi.

Q192R GENOTIP Q192R ALLEL

QQ QR RR Q R

n % |n % |n. %|n % [n %

GEN./ALLEL

KONTROL |86 (%86)| 10 (%10)| 4 (%4) [182  (%91)[18  (%9)

HASTA 97 (%85,84)|14 (%12,38)|2  (%1,76) |208 (%92,03){18 (%7,96)

p DEGERI p=0,547 p=0,701

Prostat Kanseri Hasta ve Saghkli Kontrol Grubunda L55M polimorfizmi i¢in,
Prostat kanseri hasta ve saglikli kontrol grubuna ait L55M polimorfizmi i¢in varyant

allellerin dagilim1 Tablo 4.4’de belirtilmistir.

M / L allel frekans dagilimi agisindan, prostat kanseri hasta ve kontrol grubu
arasinda istatiksel olarak anlamli iliski oldugu gosterilmistir. M alleline sahip olmanimn
prostat kanseri hastaligina yakalanma riskini 3,5 kat arttirdi1 sonucuna varilmigtir (p<
0,0001, OR 3,5, %95GA).
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Tablo 4.4- PON1 geni L55M polimorfizminin genotip ve allel varyant dagilim. n :
incelenen 6rnek sayisi.

L55M GENOTIP L55M ALLEL
LL IM MM M L
GEN/ ALLEL
n % |n % |n %]|n % |n %
KONTROL |91 (%91)|8 (%8)| 1 (%1) |10 (%5)| 190  (%95)
| HASTA 74 (%64,34)|35 (%30,43)(6 (%5,21) |47 (%20,43)|183 (%79,56)
p DEGERI p=0,000023 p= 0,000002

4.3. Hastalara Ait Klinik Parametrelere Gore Paraoksonaz 1 Geni Q192R ve
L55M Polimorfizmlerinin Sigara Kullammi, Aile Oykiisii, Metastaz Durumu
Acisindan Istatistik Degerlendirilmesi

Sigara kullanan ve kullanmayan prostat kanserli hastalar PON1 geni Q192R ve
L55M polimorfizmlerine ait genotip ve allel frekanslari itibari ile karsilagtirildi. Sigara
icen ve igmeyenlerde Q192R ve LS55M polimorfizmleri igin anlamli bir farklilik
bulunamadi (Q192R igin p= 0,316; L55M igin p= 0,240).

Hasta calisma grubumuzun aile Oykiisii itibariyle genotip dagilimlar
kargilastirildi.  Yapilan analizler soucunda aile Oykiisii ile Q192R genotip/allel
dagilimlart yoniinden istatistiki bir anlamhiliga rastlanmadi (p= 0,595). L55M
polimorfizmi ile aile oykiisii arasindaki olast iligki incelendiginde bu bolgeye ait genotip
ve allel frekanslart ile aile 6ykiisii arasinda anlaml bir iliskinin oldugu belirlendi (p=
0,025, x*= 7.3). Metastaz varligi ve yoklugu ile genotipler bakimindan karsilagtirma
yapildi. Q192R ve L55M polimorfizmleri i¢in anlamli bir farklilik bulunamadi (Q192R
i¢in p= 0,496; L55M i¢in p= 0,126).
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5. TARTISMA

Yapilan caligmalar ¢esitli kanser tiirlerinde oldugu gibi oksidatif stres ve serbest
radikallerin, artmug prostat kanseri riskiyle baglantist bulundugunu bildirmektedir (2, 3,
15, 92). Diinyadaki biitiin yiiksek tiirdeki canlilar ¢evresel genotoksinlere karsi korunma
i¢in kompleks ksenobiyotik enzim sistemleri gelistirmislerdir (7, 66). Insan organizmasi
da serbest radikalleri temizleyen bazi endojen sistemler gelistirmigtir. Lipid
peroksidasyonundan karsinojenik yagda ¢oziiniir radikalleri ve paraokson gibi
organofosfbrlu bilesiklerin detoksifikasyonunda rol oynayan paraoksonaz enzimi de bu
sistemler iginde yeralmaktadir (7, 19). Toksik ve g¢evresel kimyasallara hassasiyette
6nemi olan PON1 geni polimorfizmlerinin prostat kanserinin belirlenmesinde kilit
faktorler olduguna inanilmaktadir (7, 21, 60). Bu nedenle, prostat kanserine yatkinlk,
risk ve prostat kanseri patogenezinde potansiyel ¢evresel etkenler ve genetik faktdrler
arasindaki interaksiyonun iyice anlagilmasi1 gerekmektedir.

PONT1 geni Q192R ve L55M polimorfizmleri ile diger kanser tiirleri arasindaki
iligkiyi arastiran c¢alismalar sonucunda, Q192R polimorfizmi QQ genotipi artmis
akciger kanser riski ile iligkilendirilirken, RR genotipinin artmug multipl miyelom
hastalig: riski ile baglantis1 kurulmugtur. Fakat Q192R polimorfizmi ile meme kanseri,
kolorektal kanser ve beyin tiimorleri arasindaki baglanti gosterilememistir. PON1 geni
L55M polimorfizmi ile artmig meme kanseri riski arasinda baglant1 gdsterilmistir (19,
42, 89).

Mevcut ¢alismamizda, prostat kanserli hastalardaki Paraoksonaz 1 (PON1) geni
Q192R ve L55M polimorfizmleriyle ilgili genotipik degisiklikler arastirilmustir. Biz bu
aragtirmamizda prostat kanserli hasta ve saglikli kontrol grubunda Paraoksonaz 1
(PON1) geni QI92R ve L55M polimorfizmlerine ait genotip, allel frekanslarmi
saptayip; prostat kanseri hasta ve saglikli kontrol grubumuza ait olan verileri kullanarak,
sigara kullanimi, ailede Oykiisii ve metastaz durumlari itibariyle genotip dagilimlarini
karsilastirdik.

Yapilan istatistiksel incelemeler dogrultusunda Q192R polimorfizmiyle ilgili
olarak PON192/QQ, PON192/QR, PONI92/RR genotiplerinin risk olusturmadigi
goriildii (p= 0,547, x°= 1,206) (Tablo 4.3). Antognelli ve ark. (2004) ise bulgularimizin
aksine ¢aligmalarinda Q192R polimorfizmi PON192/QR ve PON192/RR genotiplerinin
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prostat kanseri riski agisindan istatistiksel olarak anlamliliini gosterdiler (7). Bu
konuda bizim bulgularimizi ise Marchesani ve ark. (2003) Q192R polimorfizmiyle ilgili
yaptiklar1 ¢calismada istatistiksel anlamlilik bulamayarak desteklemektedir (60).

L55M polimorfizmiyle ilgili olarak istatistiksel agidan anlamlilik saptand: (p=
0,000023, x*= 21,334). PON55/MM genotipi ve dzellikle PON55/LM genotipinin risk
olusturabilecegi bulundu (Tablo 4.4). Yapilan istatistiksel hesaplamalarda L55M
polimorfizmi, M alleli mevcudiyetinin prostat kanserine yakalanma riskini arttirdigin
diistindiirmektedir. M alleline sahip olmanin prostat kanseri hastaligina yakalanma
riskini 3,5 kat arttirabildigi gosterilmistir (p< 0,0001, OR 3,5, %95GA). Antognelli ve
ark. (2004) caligmalarinda prostat kanseri riski agisindan L55M polimorfizmi
degerlendirildiginde PONS55/LM genotipinin orta derecede ve PON55/MM genotipinin
yitksek derecede risk olusturabilecegi sohucuna vartlirken (7); Marchesani ve ark.
(2003) ¢aligmasinda L55M polimorfizmiyle prostat kanseri arasinda istatistiksel
anlamhlik bulunamamstir (60). Marchesani ve ark.’larmin ¢alismasmin sonucu
aragtirmalarda kullanilan, hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerin etnik, klinik ve
diger 6zelliklerinin yapilan ¢aligmalar sonucunu etkiliyebilecegini diisiindiirmektedir.
Bizim ¢aligmamizdaki ¢ikan sonuca gére L’ nin M’ ye siibstitiisyonunun ¢evresel ve
lipidik peroksidasyon kaynakli genotoksinlere kargi diigiik enzim aktivitesine neden
olup, bunun da neoplastik transformasyona yatkinliga neden olabilecegi sonucunu
distindiirmektedir.

PON1 geni polimorfizmlerinin paraoksonaz ekspresyonunu etkilemesi, bunun
sonucunda serbest radikalleri elimine edemeyip, oksidatif stresin olugmasi ile prostat
kanseri arasinda bitylik bir iligki oldugunu bize diisiindiirmektedir. Literatiirde geligkili
sonuglarin olmasma karsin, PON1 geni polimorfizmi ile prostat kanseri arasinda ki
etiyolojik iligkinin belirlenebilmesi igin ornek sayisi ve izlem siiresinin arttirildig

aragtirmalarin stirdiiriilmesi gereklidir.
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FORMLAR

Hasta Bilgilendirme Formu

Tarih:.../.../...
Sayr:
Saymn Bay............

1.Caligmakta oldugumuz “Prostat Kanserli hastalarda paraoxonase gen polimorfizminin
risk faktorii olarak belirlenmesi’’ isimli proje Prostat Kanseri ile ilgili bir projedir. Sizin
bu proje icin se¢ilmenizin sebebi hasta populasyonu temsil etmenizdir.

2.Yapilmas: planlanan calisma igin Prostat Kanseri belirlenen olgularin periferik
kanlarindan elde edilen DNA ile ilgili deneyler gergeklestirilecektir.

3. Periferik kaninizdan izole edilen DNA’niz saklanacaktir. Toplam 100 Prostat Kanseri
hastasindan olusturulan DNA bankasinda PON1 geni polimorfizm analizi yapilacaktir.
4.Calisma stiresi 1 yildir.Bu siire iginde dilerseniz ¢alismadan c¢ikma hakkiniz
bulunmaktadir.Bu durumda sayty: tamamlamak amaciyla yerinize yeni Prostat Kanseri
hastalar1 bulunacaktir.

5.Bu ¢aligma direkt olarak size tibbi bir yarar saglamayacaktir.

6.Bu calismanin size maddi bir getirisi olmayacagi gibi sizden ya da kurumunuzdan
herhangi bir ticret talep edilmeyecektir.

7.Bu calismada yukarida belirtilen analizlerden bagka bir analiz yapilmak istenmesi
halinde size ulagilarak ayri bir onay alinacaktir.

8.Elde edilen bilgi sifre korumali bir bilgisayar programinda korunacak olup caligma
kapsamindaki arastiricilar disinda kimse ile paylagilmayacaktir.

9.0lusturulan bu DNA bankasinda kisgi isimleri kullanilmayacak,6rnekler numarali
olarak saklanacaktir.

10.Sonuglar doktorunuza gonderilecektir.

11.Calisma siiresince ve sonrasinda dilediginiz zaman bu ¢aligma ile ilgili bilgi alma

hakkina sahip bulunmaktasiniz.
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Anabilim Dall Ogretim Uyesi Prof.Dr.Ugur Ozbek'in,tistlendidi Biyolog Tuba Deniz'in .
"yurlitecegi “Prostat Kanserli Hastalarda, Paraoxonase Gen. Polimorfizminin Risk
Faktsrtl Ofarak Belirlenmesi” baglikh tek’ merkezli (tan festi gelistimeye yénelik)
galismasi kutulumuzda incelendi ve aragtirma fonundan desteklendigi takdirde,etik
ybnden bir sakinca tagimadi§r gortldt, uygulamaya konulabilecegine karar verildi.:

. N L . ";' ' ) .
Prof.Dr.Ahmet GOL M\L Prof.Dr.Mibeccet DEMIRKOL - Mpdudy
“Prb,f.Dr.Berrin UMMA , ,Prof.'D'r.'CahIde GﬁKKUﬁL‘J' '
Prof.Dr.Koray ACARLI.. . , me Dr.Sellm BADUR

Prof.Dr.Aykan CANBERK

% Prof pr. Plnar SAiP o

Prof Dr, Bayhan OMER /8 7 na\ Prof.Dr.Oguzhan G

Prof, Dr.VelI UYSAL

Prof.Dr.Nuran YILD!R)M '
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OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Ada Tuba Soyadi Deniz
Dog.Yeri | Istanbul Dog.Tar. | 15.05.1975
o TC Kim
Uyrugu | TC No 26690021736
Email tdeniz1 @ttnet.net.tr Tel 0212 2660086
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yih
Doktora
Yiik.Lis.
Lisans Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii | 2000
Lise Nisantag1 Kiz Lisesi 1992

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Y1il)

1. -

2. -

3. -
Yabanc1 |Okudugunu KPDS/UD (Diger)

. Konusma* | Yazma* S
Dilleri Anlama* Puani
Puani
Ingilizce | lyi Iyi Iyi
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
Sayisal Esit Agirhk Sozel

LES Puam 52,663 53,021 53,378
(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi

Microsoft Ofis Programlari

lyi

Yaymlari/Tebligleri Sertifikalary/Odiilleri




Ozel igi Alanlar1 (Hobileri): Kitap okumak, miizik dinlemek
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