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OZET

PROSTAT KANSERI iLE iLiSKiLi OLDUGU DUSUNULEN BAZI GEN
POLIMORFiZMLERININ TURK HASTALARDA iNCELENMESi

Ebru OZKAN

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Doktora Tezi
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Dilek TURGUT-BALIK

Erkeklerde diinya genelinde en sik gorilen ikinci kanser tirl prostat kanseridir.
Tirkiye’de erkekler arasinda kanserlerden 6liimlerin ikinci siradaki sebebidir. Prostat
kanseri siklikla erken dénemde bulgu vermemekte ve belirtilerin ortaya c¢ikmasi
hastaligin ilerledigini veya metastaz yaptigini isaret etmektedir. Prostat kanserinin
dogrudan sebebi heniliz tanimlanmamis olmakla beraber bu hastaliga neden olan yas,
kalitsal yatkinlik, sigara ve alkol kullanimi, beslenme bigimi, irk ve genetik faktorler gibi
birkag risk faktori tespit edilmistir.

Tek nukleotid polimorfizmi (SNP), genomun herhangi bir bolgesinde bulunan tek
nikleotid dizilim farkliliklari olup hastaliga yatkinlik nedeni olabilmektedir. Bu nedenle,
SNP’ler hastalikla iliskilendirme c¢alismalarinda ideal belirtegler olarak dnerilmektedir.
Farkli populasyonlarda hasta ve kontrol gruplarinda yapilan arastirmalar sonucu,
prostat kanseri ile iliskili olan bircok SNP tanimlamistir. Farkli toplumlarda risk
allellerinin de farkli oldugu bilinmektedir, bu nedenle her toplumun SNP profillerinin
ayri ayri tanimlanmasi gerekmektedir. Bu tez ¢alismasinin temel amaci daha 6nce farkl
toplumlarda prostat kanseri ile iliskili oldugu bildirilen 67 SNP’nin; toplumumuzdaki
prostat kanseri hastalarinda ve saglikli bireylerde arastirilarak prostat kanseri ile
iliskilendirilmesidir.
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Bu tez calismasinda 175 6rnekte (85 hasta, 90 kontrol) 67 SNP’nin iPLEX yontemi ile
genotiplemesi gerceklestirilmistir. Her bir SNP’nin Hardy Weinberg dengesi test
edilmistir ve rs11135910, rs11902236, rs445114, rs721048, rs6497287 ve rs6983267
polimorfizmlerinin genotipleri i¢in Hardy Weinberg dengesinden sapma oldugu
belirlenmistir (p<0,05). SNP allellerinin prostat kanseri ile iligkisi arastirildiginda,
rs1016343 (OR=1,91; %95 GA=1,12-3,26; p=0,017), rs1456315 (OR=2,40; %95 GA=1,22-
4,72; p=0,011), rs10896449 (OR=1,54; %95 GA=1,00-2,37; p=0,047), rs3771570
(OR=2,07; %95 GA=1,04-4,14; p=0,039), rs7141529 (OR=1,61; %95 GA=1,05-2,46;
p=0,029) ve rs684232 (OR=1,61; %95 GA=1,03-2,51; p= 0,038) varyantlarinin en yiksek
olasiliklar orani (OR) degerleri ile istatistiksel olarak prostat kanseri ile belirgin bir
sekilde iliskili oldugu belirlenmistir. Bunlardan rs1016343 (OR=1,90; %95 GA=1,01-3,57;
p=0,046), rs7141529 (OR=2,31; %95 GA=1,01-5,27; p=0,046) ve rs684232 (OR=1,83;
%95 GA=0,10-3,36; p=0,05) genotiplerinin en yliksek OR degerleri ile istatistiksel olarak
prostat kanseri ile iliskili oldugu tespit edilmistir. SNP genotipleri ile hastalarin bazi
kliniko-patolojik degiskenlerle iliskisi arastirildiginda; yas ile rs1218582 ve rs3850699;
ailede kanser oykisl ile rs5945572; ailede prostat kanseri 6ykisi ile rs5945572 ve
rs7931342; Gleason skoru ile rs1571801 ve rs7611694; sigara kullanimi ile rs9623117,
rs10896449 ve rs1270884; alkol kullanimi ile rs1270884 genotiplerinin istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde iliskili oldugu saptanmistir (p<0,05). Gergeklestirilmis olan
¢alisma ile Turk toplumunda ilk defa ¢cok sayida SNP prostat kanseri ile iliskilendirilmis
olup, bu sonuglarin ileride toplumumuzda hastaligin muhtemel genetik riskinin
tanimlanmasinda kullanilabilecek ileri biyomarkir c¢alismalarinin 6nlinii  agacagi
distnilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Tek niikleotid polimorfizmleri, prostat kanseri, SNP genotipleme
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF SOME GENE POLYMORPHISMS THOUGHT TO BE
ASSOCIATED WITH PROSTATE CANCER IN TURKISH PATIENTS

Ebru OZKAN

Department of Bioengineering

Ph.D. Thesis

Advisor: Prof. Dr. Dilek TURGUT-BALIK

Prostate cancer is the second most common cancer type in men throughout the world.
It is the second cause of death because of cancer among men in Turkey. Prostate
cancer is often asymptomatic at early stages of the disease and occurrence of
symptoms indicates the progression of disease or metastasis formation. A direct cause
of prostate cancer has not been identified, but a number of risk factors such as age,
hereditary predisposition, smoking and alcohol consumption, diet, race and genetical
factors have been identified.

Single nucleotide polymorphism (SNP) is a variation of one nucleotide sequence at any
region of genome that may cause disease susceptibility. Therefore, SNPs have been
proposed as ideal markers in disease association studies. As a result of these studies
that were performed in case and control groups from various populations, multiple
SNPs associated with prostate cancer have been identified. It is known that different
populations may have different sets of risk alleles, thus SNP profiles of each population
must be defined, separately. The main purpose of this thesis study was to associate 67
SNPs with prostate cancer which were previously reported to be associated with
prostate cancer in different societies, by investigating SNPs in prostate cancer and
healthy control subjects.

In this study, genotyping of 67 SNPs was performed in 175 samples (85 patients, 90
controls) by iPLEX method. Hardy Weinberg Equilibrium was tested for each of 67 SNPs

XV



and it is obtained that rs11135910, rs11902236, rs445114, rs721048, rs6497287 and
rs6983267 genotype frequencies significantly differed from HWE (p<0,05). The
association of SNP alleles and prostate cancer was investigated and rs1016343
(OR=1,91; 95% Cl=1,12-3,26; p=0,017), rs1456315 (OR=2,40; 95% CI=1,22-4,72;
p=0,011), rs10896449 (OR=1,54; 95% Cl=1,00-2,37; p=0,047), rs3771570 (OR=2,07;
95% Cl=1,04-4,14; p=0,039), rs7141529 (OR=1,61; 95% Cl=1,05-2,46; p=0,029) and
rs684232 (OR=1,61; 95% Cl=1,03-2,51; p=0,038) variants were determined to be
statistically associated with prostate cancer with the highest odds ratio (OR) values.
The genotypes of rs1016343 (OR=1,90; 95% Cl=1,01-3,57; p=0,046), rs7141529
(OR=2,31; 95% ClI=1,01-5,27; p=0,046) and rs684232 (OR=1,83; 95% CI=0,10-3,36;
p=0,05) were found to have the highest OR values and determined to be statistically
associated with prostate cancer. Associations between genotypes of SNPs and clinico-
pathological variables were also investigated and SNPs that found to be statistically
associated with age were rs1218582 and rs3850699; with family history of cancer was
rs5945572; with family history of prostate cancer were rs5945572 and rs7931342; with
Gleason score were rs1571801 and rs7611694; with smoking were rs9623117,
rs10896449, rs1270884; with alcohol was rs1270884 (p<0,05). In this study, the large
number of SNPs have been associated with prostate cancer for the first time in Turkish
population and these results may pave the way for further biomarker studies that can
be used in detecting possible genetic risk of disease in our population.

Keywords: Single nucleotide polymorphisms, prostate cancer, SNP genotyping
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BOLUM 1

GIRIS
1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Prostat Kanseri

Prostat rektumun 6n kisminda, idrar kesesinin altinda konumlanmis ve sadece
erkeklerde bulunan bir bezdir. Prostatin blyukligl yasa gore degismektedir. Geng
erkeklerde ceviz buylkligindeyken yasli erkeklerde daha buylk olabilmektedir.
Prostatin islevi, semeni daha akiskan yapan ve semendeki sperm hiicrelerini koruyup

beslemekle gorevli olan prostat sivisini Gretmektir [1].

Prostat kanseri, prostat bezindeki hiicre proliferasyonu ve hiicre olimi arasindaki
dengenin bozulmasi ve organ hacminin malign blylimesi olarak tanimlanmaktadir [2].
Prostat kanseri siklikla erken dénemde bulgu vermemekte ve c¢ogunlukla prostat

spesifik antijen (PSA) testi ve/veya dijital rektal muayene ile tanisi konulabilmektedir
[1].

Prostat kanserine bagh belirtilerin ortaya ¢ikmasi hastaligin ilerledigini veya metastaz
yaptigini isaret etmektedir [3]. ileri evredeki bazi prostat kanserleri bosaltim sistemini
zayiflatabilmekte ve hastalar daha sik idrara ¢cikma ihtiyaci hissedebilmektedir. Bazi
durumlarda bdébrek tikanikhgr meydana gelebilmektedir. Ancak benign (iyi huylu)
prostat hiperplazisi (BPH) gibi kanser olmayan prostat hastaliklari da ayni belirtilerin
goriilmesine sebep olabilmektedir. ileri evrelerde, idrarda kan goriilmesi veya

ereksiyon olamama gibi sorunlar da ortaya cikabilmektedir [1].



Prostat kanseri hastalarinda metastaz gorilen yerlerin baginda iliak lenf nodlari,
kemikler ve akcigerler gelmektedir. Bundan baska, karaciger ve bobrekilstl bezinde,
nadiren ise testislerde metastaz gorilmektedir [4]. Prostat kanseri vakalari ileri evreye
gelindiginde hastalarin % 80-90’Inda kemik metastazlari gorilmektedir. Kemikte
metastaz meydana geldiginde iskelet sisteminin butlunligu bozulmakta, kemiklerde
kiriklar olusmaktadir. Ayrica omurilige baski meydana geldiginden siddetli kemik
agrilari olusabilmekte ve hastalarin yasam kalitesi bozulmaktadir [5], [6], [7]. Kemikte
metastaz gorildigiinde ortalama sagkalim sdresinin 2-3 yil arasinda degistigi

bilinmektedir [7].

1.1.1.1 Prostat Kanseri Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

Prostat kanserinin dogrudan sebebi henliz tanimlanmamis olmakla beraber prostat
kanserine neden olan yas, kalitsal yatkinlk, sigara ve alkol kullanimi, beslenme bigimi,

irk ve genetik faktorler gibi birkag risk faktori tespit edilmistir [8], [9], [10].

Yas, prostat kanseri icin en glicli risk faktoridiir [1]. Prostat kanseri ileri yas erkeklerde
siklikla gorilen bir hastaliktir. Prostat kanseri tanisi yeni konmus hastalarin % 75’inden
fazlasi 65 yasin Ustlindedir [11]. 50 yas Ustl erkeklerde prostat kanserinin goriilme
sikligl ve 6lim orani yasa bagli olarak artmaktadir. Hastaligin goriilme orani 39 yas alti
erkeklerde 1/10.000 iken, 40-59 yaslar arasinda 1/13 ve 60-79 yaslari arasinda ise bu
oran 1/8'dir [12], [13].

Yapilan calismalar prostat kanseri hastalarinin aile bireylerindeki veya yakini olan
erkeklerdeki prostat kanseri gorilme oraninin normal populasyona gore daha fazla
oldugunu gostermistir [13], [14]. Ailede prostat kanseri gorilen bireylerin sayisi,
akrabalik dereceleri ve hastaligin goriilme yasina bagli olarak prostat kanserine
yakalanma riski artmaktadir [15]. Birinci derece akrabalari arasinda prostat kanserli bir
yakini olan bireydeki risk kontrol grubuna gore iki kat, iki yakini prostat kanseri olan
bireydeki risk bes kat artmaktadir [16]. Babas!I ya da erkek kardesine 50 yasin altinda
prostat kanseri tanisi konulmus bir erkekte ise prostat kanseri riski yaklasik 7 kat
artmaktadir [13], [14]. Prostat kanserine kalitsal yatkinhgi olan kisi yalnizca risk altinda

kalmayip erken yas prostat kanserine de adaydir [16].



Alkol ve sigara kullanimi prostat kanseri riskine etki edebilen degistirilebilir risk
faktorleridir. Alkol, hormonal ¢evreyi ve buna paralel olarak timor hiicre gelisimini
etkileyebilmektedir [9]. Sigara kullanimi cesitli esey hormonlarinin serum dizeyleri
Uzerine etki edebilmektedir. Cok sayida prospektif kohort calismasinda endokrin
yolaklari ve enzimatik sistemlerde sigara kullanimina bagh olarak belgelenen
degisiklikler, sigara kullanimi ile 6limcil prostat kanseri arasinda pozitif bir iligki

oldugunu gostermistir [10].

Beslenme bigiminin prostat kanserindeki kesin roli agik olmamakla beraber, fazla
miktarda kirmizi et veya yiksek yagl sut Grlinleri ile beslenen erkeklerde prostat
kanserine yakalanma olasiliginin kismen daha yiksek oldugu bildirilmistir [1]. Yiksek
oranda vyagh vyiyeceklerle beslenme bicimine sahip olmanin prostat kanserine
yakalanma oranini arttirdigi diistintilmektedir. Clinkii viicuda alinan yliksek oranda yag,
esey hormonlarinin sentezini arttirmaktadir [13], [17]. Prostat bezinin androjenlere
maruz kalmasi prostat kanseri olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Amerika’daki
siyah irkta prostat kanseri gorilme sikliginin yiksek olmasinin sebebi, bu kisilerde
androjen seviyelerinin de yiksek olmasi ile iliskilendirilmektedir. Yapilan bir ¢alismada
Amerika’daki siyah irkta beyaz irka oranla % 15 oraninda daha yuksek testesteron
seviyeleri tespit edilmistir. Yine androjenlerin etkisinden yoksun kalmanin prostat

kanserinden korudugu bilinmektedir [15].

Yagda eriyen vitaminlerin (A, D, K) ve eser elementlerin (¢inko) de prostat kanserine
yakalanma riski ile iliskili oldugu bilinmektedir [13], [17]. Bazi calismalarda diyetle
yliksek oranda kalsiyum aliminin prostat kanseri riskini arttirdigi bulunmustur [13],

[18].

Bazi ¢alismalar D vitamininin prostat kanserine karsi koruyucu oldugunu gdostermistir
[8]. D vitamini glines isinlarinin etkisiyle deride olusmaktadir. Kuzey ulkelerinde
yasayanlar daha az glines i1sinina maruz kalmakta ve bu kisilerde D vitamini eksikligi
gorilebilmektedir. Bu Ulkelerde yasayan erkeklerde prostat kanserinden 6lim
oranlarinin daha yiiksek oldugu gézlenmistir. ileri yas erkeklerde D vitamini eksikligi stk
olarak gorilmektedir ve buna bagh olarak prostat kanseri orani da yiksektir. Prostat

kanseri goriilme sikligi ve 6lim orani en yiiksek olan Amerika’daki siyah irk erkeklerdir.



Bu durum ciltlerindeki melanin pigmentinin ultraviyole i1sigini bloke ederek D vitamini
sentezini inhibe etmesi ile agiklanabilmektedir. Japonlar D vitamini agisindan zengin
olan balikla sikca beslenmektedirler. Buna bagli olarak Japon irkinda prostat kanseri
gorilme orani daha dusuktir. Yiuksek miktarda kalsiyum igerikli beslenen kisilerde D

vitamini sentezi bozulmakta ve prostat kanseri riski artmaktadir [15].

Prostat kanseri epidemiyolojisinde dnemli irksal ve etnik farkhliklar vardir [19]. Prostat
kanseri goriilme ve 6lim orani iskandinav (lkelerinde yiiksek iken Japon irkinda
oldukca dusuktir [13], [20]. Afrikali-Amerikali erkekler dinyanin en yiksek prostat
kanseri insidansina sahiptir ve beyazlarla karsilastirildiginda 6lim orani iki kat daha
fazladir [19]. Bu irksal ve etnik farkhliklarin sebebi heniz bilinmemektedir [1]. Ancak
timor biyolojisinde etnik farkhliklarin; beslenme biciminde, hormonal ve molekiiler
faktorlerde degisikliklere sebep olarak daha agresif timor olusumu ile
sonuglanabilecegi bildirilmistir [19]. Testosteron ve onun temel metaboliti olan 5-
dihidrotestosteron, prostat bezi gelisimini ve fonksiyonunu dizenleyen esas
hormonlardir. Afrikali-Amerikali erkeklerin ise dolagimdaki testosteron konsantrasyonu
ise kismen daha ylksek bulunmaktadir. Prostat kanseri, kastre edilmis (kisirlastiriimig)

erkeklerde nadiren gortlmektedir [8].

Prostat kanseri epidemiyolojisinde vazektomi, prostat iltihabi, c¢evresel (Ornegin
kadmiyuma maruz kalma) ve viral faktorler gibi diger risk faktorleri de o6ne

strllmustir. Bu risk faktorlerinin higbiri hentz kanitlanmamistir [8].

1.1.1.2 Prostat Kanseri Epidemiyolojisi

Diinya Saghk Orgiiti'ne bagh IARC (International Agency for Research on Cancer)
2014’teki raporunda diinya genelinde en blylk 6lim sebebinin kanser oldugunu
bildirmistir [21]. Bu raporda GLOBOCAN’In verilerine goére 2012 yilinda dinya
genelinde tahmini 14 milyon yeni kanser vakasi ve 8.2 milyon kanser kaynakh 6lim
oldugu ifade edilmistir. Bu rapora gore erkeklerde diinya genelinde en sik gorulen ikinci
kanser tira (Sekil 1.1) ve kanser kaynaklh 6limlerin besinci siradaki sebebi prostat
kanseridir (Sekil 1.2). Avrupa genelinde ise, en sik gortilen kanser tiiri prostat kanseri

olup (Sekil 1.3) kanser kaynakl 6liimlerin Gglincl siradaki sebebidir (Sekil 1.4) [21].
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Sekil 1. 1 Erkeklerde diinya genelinde en sik goriilen kanser tirlerinin tahmini ylzdeleri
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Sekil 1. 2 Erkeklerde diinya genelinde gorilen kanser kaynakl dlimlerin tahmini
ylizdeleri [21]
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Sekil 1. 3 Erkeklerde Avrupa’da en sik gérulen kanser tiirlerinin tahmini ytizdeleri [21]
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Sekil 1. 4 Erkeklerde Avrupa’da goriilen kanser kaynakh 6limlerin tahmini ytzdeleri
[21]
Prostat kanseri gorilme sikligi ve mortalitesi irklara ve diinya cografyasina gore
degisen oranlarda olmakla beraber en sik siyah irkta gériilmektedir. Prostat kanserinin

en az gorildugi ulkeler Cin ve Japonya gibi Uzak dogu lkeleridir [3] .

Tirkiye’de kanser sikhgi, diinya ve dinyanin gelismekte olan (lkeleriyle benzerlikler
gostermektedir. Prostat kanseri, Tirkiye’de erkekler arasinda kanserlerden 6limlerin
ikinci siradaki sebebidir [22]. Saglik Bakanlig Turkiye Halk Saghgi Kurumu’nun 2004-
2009 yillan “Turkiye Kanser istatistikleri” raporuna goére prostat kanserinin goriilme
sikligr akciger kanserinden sonra ikinci siradadir. 2009 yili kanser istatistiklerine gore
Ulkemizde her yil yaklasik 98 bin erkek kansere yakalanmaktadir. Tirkiye’de 2009
yihinda yasa standart kanser hizi erkeklerde yiiz binde 269,7 iken prostat kanserinin
cinsiyete gore yasa standardize edilmis hizi 36,1’dir (diinya standart niifusu, 100.000
kiside) (Sekil 1.5) [23].

Diinyadaki insan populasyonu gittikce yaslanan bir toplum haline gelmektedir.
Yaslanan toplumlarin bir sonucu olarak prostat kanseri insidansinin vyillar icinde

artacagi ongorilebilmektedir [3].



Trakea,Brons, Akciger GGG 66,0
Prostat NN 16,1
Mesane I 71,4
Kolorektal | 710
Mide I 16,2 B ERKEK
Larinks W 3.1
Non-Hodgkin lenfoma Il 7,2
Bobrek N 6,3
Pankreas HH 5,4
Beyin, sinir sistemi W 5.4

Sekil 1. 5 Tlrkiye’de erkeklerde en sik gorilen ilk 10 kanser tiirlinlin yasa gore
standardize edilmis hizlarinin dagilimi [23]

1.1.2 Prostat Kanseri Tani Yontemleri ve Tani ile ilgili Sorunlar

Prostat kanserli hastalari basariyla tedavi etmek igin, timor gelisimini dogru bir sekilde
gozlemlemek kadar hastaligl erken evrede tespit etmek de olduk¢a onemlidir [24].

Cunkdi ilerlemis prostat kanserinin tedavisi yoktur [3].

Prostat kanserinin tanisinda kullanilan temel yontemler dijital rektal inceleme
(DRE=Dijital rektal examination), PSA serum konsantrasyonu taramasi, transrektal

ultrasonografi (TRUS) ve prostat biyopsilerinin patohistolojik analizidir [24], [25].

1.1.3 Dijital Rektal inceleme

Prostat bezinin blyulklGgini belirleyen ve prostat bezindeki nodiil veya sertlesmeyi
tespit eden Urolojik tetkiklerin temel kismini olusturmaktadir [8]. Bu yontem prostat
kanserlerinin lokal yayihmlarinin degerlendirilmesinde ilk kullanilan yontemdir. Ancak,
prostat kanserlerinin az bir bolimiinin palpabl (elle hissedilebilir) olmasi ve palpabl
kanserlerin de bu asamada prostat kapsilini asmis durumda bulunmasi, bu yontemin
onemli dezavantajlarini olusturmaktadir [3]. Ayrica dijital rektal inceleme tek basina

kullanildiginda daha ileri tetkiklere ihtiya¢c duyulabilmektedir [8].



1.1.3.1 Prostat Spesifik Antijen (PSA)

PSA, yalnizca prostat bezinin epitel hiicreleri tarafindan (normal ve kanserli hiicreler)
Uretilen kallikrein benzeri bir serin proteazdir [1], [25]. PSA daha c¢cok semende
bulunmasina ragmen daha az miktarda kanda da bulunmaktadir. Saglikh erkeklerin
¢ogunda kandaki PSA miktari mililitrede 4 nanogramin altindadir [1]. Normal prostat
hicreleri ile prostat kanseri hiicreleri kiyaslandiginda, kanserli hiicrelerin daha fazla
PSA Uretimine sebep olmadig bilinmektedir. Prostat kanserli hastalardaki yiksek PSA
dizeyleri daha c¢ok hastaligin gelisimi ve prostat histolojisindeki bozulmadan

kaynaklanmaktadir [15].

PSA yiksekligi prostat hastaligini gostermektedir ancak prostat hastaligi olan herkesin
serum PSA degerleri yiksek olmadigi gibi PSA yilksekligi kansere 6zgl degildir [3].
Ornegin yiiksek PSA (>4.0 ng/ml) ayni zamanda prostatit ve BPH olgularinda da
gozlenebilir. Serum PSA dizeyinin 4.0-10.0 ng/ml oldugu durumlarda prostat kanseri
ve BPH olgularinda 6nemli 6rtiismeler vardir. PSA diizeyleri 4-10 ng/ml arasinda olan
hastalarin ancak %25’inde prostat kanserine rastlanmaktadir ve bu durumda PSA’nin

0zgulligl azalmakta ve gereksiz biyopsilere neden olmaktadir [26].

Sonug olarak PSA hem normal hem de kanserli prostat hiicrelerinden salindigi igin
prostat kanserine 6zgll bir belirleyici degildir [15]. Bu nedenle, prostat kanserinin kesin
tanisi ancak prostat biyopsisi ile yapilabilmektedir. Biyopsi gerekliligine karar vermek
ise PSA’nin serum duzeyleri ile iliskilidir [26]. Bircok Avrupa (lkesinde ve Amerika
Birlesik Devletlerinde 4 ng/ml'nin Uzerindeki PSA degerleri anormal olarak kabul
edilmekte ve hastalar prostat biyopsisine yonlendirilmektedir. Ulusal Kapsamli Kanser
Ag1 (National Comprehensive Cancer Network-NCCN) kilavuzuna gore PSA degeri 2.5
ng/ml’nin Gzerindeki erkeklere prostat biyopsisi yapilmasi énerilirken, Avrupa Uroloji
kilavuzlarinda bir 6neride bulunabilmek icin daha fazla veri toplama gerekliligi ifade
edilmektedir. Ulkemizde pratikte PSA’nin 2,5 ng/ml seviyesinin Uzerinde olmasi

durumunda prostat biyopsisi dnerilmektedir [15].



1.1.3.2 Transrektal Ultrasonografi ve Biyopsi

Prostat kanseri tanisinda en sik kullanilan gorintileme yontemi transrektal
ultrasonografidir. Bununla birlikte, TRUS nin prostat kanserini saptamadaki duyarhlik
ve O0zgulligu yuksek degildir [27]. Prostat kanserinin erken evrede goriintiilenmesine
olanak saglamamaktadir [1]. TRUS nin tanida en yaygin kabul edilen roll, hastaligin
tanisi igin altin standart yontem olan sistematik prostat biyopsisine kilavuzluk

yapmasidir [28].

Bununla beraber TRUS, dijital rektal inceleme ya da PSA testlerinden higbiri hastahgi

tanimada yeterince guvenilir degildir [28].

Prostat kanserinin tanisinda kullaniimak tzere human kallikrein 2 (hK2), Grokinaz-tip
plazminojen aktivator reseptori, GSTP-1 hipermetilasyonu gibi daha spesifik ve duyarli
testlerin bulunmasi icin yeni molekiler calismalar denenmektedir. Fakat hentiz bu
testlerin 6nemini tanimlayan calismalar bulunmamaktadir [8]. ilave olarak prostat

kanserinde etkinligi tam olarak tanimlanmis bir biyomarker bulunmamaktadir [24].

1.1.4 Prostat Kanseri Evreleme ve Derecelendirme Sistemleri

1.1.4.1 Prostat Kanseri Evreleme

Prostat kanseri evrelemesinde ilk olarak Whitmore-Jewett sistemi kullaniimistir. Bu
sistem 1956 yilinda Whitmore tarafindan 6nerilmistir [29]. Whitmore-Jewett sistemi
ABCD harflerinin kullanildigi bir evreleme sistemidir. A ve B harfleri kanserin prostatla
sinirh oldugunu ifade etmektedir. C harfi prostat ¢evresinde kanser olusumu oldugunu
ifade etmektedir ancak lenf nodlarina ya da viicudun bir baska yerine metastaz
yapmamistir. D harfi ise kanserin lenf nodlarina veya viicudun bir baska yerine

yayildigini belirtmektedir [30].

Daha sonraki yillarda prostat kanseri evrelendirmesi Amerikan Kanser Birligi (AJCC)
tarafindan belirlenen TNM siniflandirmasi ile yapilmaya baslanmistir. TNM, timor (T),
nodiul (N) ve metastazin (M) kisaltmasidir. Bu sistemde timorin kendisi, timoriin
etrafindaki lenf nodlari ve timorin vicudun diger kisimlarina yayilip yayilmadigi

degerlendirilmektedir. Bu sistemde I'den 1V’e kadar dort evre vardir. Her bir hasta icin



kanser evresini belirlemek lzere sonuglar birlestirilerek degerlendirme yapilmaktadir

[31].

Ulkemizde prostat kanserinin evrelemesinde TNM sistemi kullaniimaktadir [15].

1.1.4.2 Prostat Kanseri Derecelendirme

Prostat kanserinde, evrelendirmeye ek olarak kanserin ne oranda tehlikeli oldugunu
belirlemek igin prostat bezinin glandiler yapisinin mikroskobik olarak gorintiilenmesi
temeline dayanan Gleason derecelendirme sistemi kullaniir [8]. Gleason
derecelendirme sistemi ile prostat kanserinin her bir bolgesinde iki derecelendirme
yapilir. En yaygin olarak gortlen farklilasma primer pattern olarak, ikinci siklikla gériilen
farklilasma da sekonder pattern olarak verilir. Timor farklilasmasi en iyiden en kotlye
dogru 1'den 5’e kadar derecelendirilir. Timorin histolojik derecesi iki histolojik
patternin (1'den 5’e) toplanmasiyla skorlanarak (2’den 10°a) elde edilir [32].

Derecelendirmeler glandiler farklilasma derecesini gostermektedir [8].

Gleason skoru 6 veya daha dislk olan kanserler disik dereceli veya iyi diferansiye,
Gleason skoru 7 olan kanserler orta dereceli veya orta diferensiye ve Gleason skoru 8-
10 olan kanserler yiiksek dereceli veya kotl diferansiye kanserler olarak adlandirilir [1].
Gleason skoru yiksek olan (8-10) olan tiimoérler oldukca agresif iken, Gleason skoru
disik olan (<5) prostat kanserleri minimal diizeyde agresif davranis gosterirler. Ne
yazik ki, orta dereceli Gleason skoru olan timodrler klinik agresiflikleri agisindan
belirsizdir. Tiumorlerin blylk bir cogunlugu (%76) orta dereceli Gleason skoru olan
timorler sinifina girdigi icin agresifligin belirlenmesi ile ilgili bu sinirlama 6nem
tasimaktadir. Bu nedenle, prostat kanserlerinin biylk bir cogunlugunun histolojiye

dayali olarak biyolojik potansiyellerinin belirlenmesi problem teskil etmektedir [33].

1.1.5 Prostat Kanseri Genetigi

Prostat kanseri ailesel, herediter ve sporadik olabilmektedir. Ailesel prostat kanseri bir
aile icinde birden fazla olgu olusumunu (kiimelenme) ifade etmekte ve genel
populasyonda hastaligin tim vakalarinin %20’sini olusturmaktadir. Ailesel prostat

kanseri genellikle iki birinci derece (babasi, kardesi, oglu) akraba veya bir birinci derece
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ve en az iki ikinci derece (dedesi, amcasi, yegeni) akrabanin prostat kanseri oldugu bir
aile olarak tanimlanmaktadir [34]. Ailesel prostat kanserinin nedeni prostat kanserine
yatkinlik genlerindeki kalitim olabilecegi gibi, ortak cevresel faktorlere maruz kalma
veya bu hastaligin yiksek insidansindan dolayi hastaliga yakalanmadaki sans faktori de
olabilmektedir [35]. Ailesel prostat kanserinin ilk kez 1956 yilinda bildirilmesinin
ardindan ailesel risk faktorl lizerine ¢ok sayida epidemiyolojik ¢alisma yapilmistir ve
prostat kanseri olan kisinin erkek kardesleri ve ogullarinda bu hastaliga yakalanma

riskinin arttigi gosterilmistir [36].

Ailesel ve herediter terimleri genetik yatkinlik nedeniyle prostat kanseri igin yliksek risk
oldugu anlamina gelmektedir fakat sinonim degildir. Herediter prostat kanseri tanisi,
hastaligin baslangicinin erken vyaslarda olmasini (55 yasindan o6nce) ve vyiksek
penetrant nadir yatkinlik geni kalitimi ile ic ya da daha fazla aile lyesine prostat
kanseri tanisi konulmus olmasini icermektedir [34]. Herediter prostat kanserinde
otozomal dominant [37], X’e bagli veya otozomal resesif [38] kalitsal aktarimin oldugu
bildirilmistir. Ailesel prostat kanserinde ise Mendel kurallarina uygun kalitim olmasi

gerekli degildir [34].

Cogu prostat kanseri sporadiktir. Artan prostat kanseri riski ile iliskili polimorfizmler,
somatik genetik degisiklikler, androjen reseptorii ve buylme faktorl gibi prostat
kanseri gelisimi ile ilgili faktorler, invazyon ve metastaz genleri sporadik prostat
kanserinin ortaya ¢ikmasinda etkilidirler [39]. Sporadik prostat kanseri riskine etki eden
¢ok sayida gen olmasina ragmen, c¢ogu gincel c¢alisma ilgili gen varyantlarini

tanimlamak icin tek gen yaklasimi Gzerine kurulmaktadir [40].

1.1.5.1 Prostat Kanseri ile iligkili Kromozomlar ve Aday Genler

1g24-25 kromozomu Uzerinde yer alan herediter prostat kanseri geni 1
(HPC1:hereditary prostate cancer 1) ilk bildirilen prostat kanseri yatkinhk lokusudur.
HPC1 prostat kanseri icin buyik risk tasiyan Kuzey Amerikali ve isvecli 91 ailenin
baglanti analizi ile tanimlanmistir [41], [42]. Bu ailelerdeki prostat kanserinin yaklasik
%34’Unliin HPC1’de germline mutasyonuna sahip oldugu ve bu hastalara tani
konuldugunda erken yaslarda daha agresif seyreden ve ilerlemis hastaliga sahip
olduklari tahmin edilmektedir [42]. 2002 yilinda bu bdlgede, RNASEL, prostat kanseri
11



yatkinlik geni olarak tanimlanmistir [43], [44]. Bunu PCAP, 1q42.2-43 [45], HPCX, Xq27-
28 [46], CAPB, 1p36 [47], HPC20, 20q13 [48] ve HPC2/ELAC2 17p’deki [49] lokuslar
takip etmistir [16]. Bunun yani sira, 12g23’te [50] bir yatkinlik lokusu ve 1p13’te HSD3B
yatkinlik lokusu [51] tanimlanmistir. Bazi ¢alismalarda MSR1 geni [52], NBS1 geni [53]

ve CHEK2 geni [54] herediter prostat kanseri ile iliskilendirilmistir.

Prostat kanseri gelisimi, ilerlemesi ve androjen-bagimsiz fenotiplerin ortaya ¢ikmasinda
rol oynayan cesitli timor baskilayici genler tanimlanmistir. Bu timor baskilayici genler;
P53 geni, PTEN, CDKN1B (p27), MX;1, NKX3;, retinoblastoma (Rb) geni, glutatyon S-
transferaz geni (GSTP1), Kruppel like factor 6 (KLF6), CDKN,A (pl16), ATFB,,
anneksinlerdir [55]. p53 geni insan kanserlerindeki en fazla mutasyona ugrayan gendir.
Prostat kanserinin ilk evrelerinde p53 geni mutasyonlarinin disik oranda oldugu
tanimlanmistir (%10-20). Ancak, hastaligin ilerleyen evrelerinde vakalarin %42’sinde
p53 geni mutasyona ugramakta [56] ve kemik metastazi ve androjen-bagimsiz hastalik

ile iliskilendirilmektedir [55].

Onkogenler genetik hasar sonucu proto-onkogenlerden olusmaktadir. Proto-
onkogenler hiicrelerin normal bliyime ve proliferasyonunda yer almaktadir. Proto-
onkogenlerde genetik bir degisiklik olmasi durumunda (mutasyon, delesyon vb.)
anormal hiicre blylmesi ve onkogenik Ozelliklerin olusmasina sebep olan yeni
fonksiyonlar kazanirlar [55]. C-MYC, c-ErbB2 (Her-2 neu), Bcl-2, PSCA (Prostate Stem
Cell Antigen), ERG ve ETV1, hepsin, PIM1, AMACR (A-Methyl Coenzyme A Racemase),
AR (Androgen Receptor), CYP17, SRD5A2, CYP3A4, VDR (Vitamin D receptor), blylime
faktorleri, c-Kit/tirozin kinaz reseptori ve STATS gibi onkogenlerin prostat kanserinde

rol oynadigi bulunmustur [55].

1.1.6 Genetik Polimorfizm

insan genomundaki baz diziliminin %99.9’unun tim insanlarda ayni oldugu
bilinmektedir. insanlar arasindaki varyasyonun yani cesitliligin genetik kékeni baz
dizilimindeki %0.1’lik farklilik ile agiklanmaktadir. insanlardaki %0.1’lik farkhlik yani
degisiklik bir insani digerinden essiz kilar. Bu degisikliklerin bir kismi fenotipteki
degisiklikler olup zararsizdirlar. Diyabet, kanser, kalp hastaligi ve kansizlik gibi

hastaliklara yol acan degisiklikler zararli degisikliklerdir. Kodlanan ve dizenleyici
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bolgelerde bulunan bazi degisiklikler ise gizli degisikliklerdir ve bulunduklari kisiye zarar

vermezler [57].

Genlerde, genetik cesitlilige yol acan bu degisikliklerden biri polimorfizmdir [58]. Bircok
gen lokusunda iki ya da daha fazla allel yer alabilir. Normal bir populasyonda bir
karakter icin farkh allellere bagh olarak iki veya daha fazla fenotip bulunuyorsa ve
fenotiplerden her biri populasyonda %1’den daha blylk sikhkla goriliyorsa bu
duruma genetik polimorfizm, bulunma sikligi %1’den daha az olursa genetik mutasyon

adi verilmektedir [59].

Polimorfizm, tim birey diizeyinde (fenotip), proteinlerin ve kan grubu bilesenlerinin
farkh formlarinda (biyokimyasal polimorfizm), kromozomlarin morfolojik 6zelliklerinde
(kromozomal polimorfizm) veya DNA dizeyinde nukleotid farkliliklari (DNA

polimorfizmi) seklinde gortlmektedir [60].

DNA polimorfizmleri; mutasyon sonucu ortaya c¢ikmakta, Mendel kurallarina goére
aktarilmakta ve genlerin protein kodlayan ve kodlamayan bdlgelerinde meydana
gelebilmektedir. DNA polimorfizmleri tek nikleotid polimorfizmi (SNP: single
nucleotide polymorphism), restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP:
restriction fragment length polymorphism), minisatellit (VNTR: variable number of
tandem repeats), mikrosatellit (STR: short tandem repeats) olmak lizere 4 grup altinda

degerlendirilmektedir [61], [62].

Tek nikleotid polimorfizmleri insan genomundaki en basit ve en yaygin genetik

polimorfizm kaynagidir. Tim insan DNA polimorfizmlerinin %90’ini kapsamaktadir [63].

1.1.6.1 Tek Niikleotid Polimorfizmleri

Tek nikleotid polimorfizmi, genomun herhangi bir bolgesinde bulunan tek nikleotid

dizilim farkhliklaridir [64].

SNP’ler genellikle iki allel icermektedir. Yani bir populasyonda bir SNP bolgesi icin
cogunlukla iki baz-cifti (allel) olasihgr bulunmaktadir. Bu nedenle 3 farkl olasi
genotipten so6z edilmektedir (Sekil 1.6). Tek nikleotid dizeyindeki varyasyon allel
frekansi ile aciklanmaktadir. SNP frekansi, minor allel frekansi veya daha az yaygin olan

allel frekansi cinsinden verilmektedir. Ornegin, minér allel (G) frekansi 0.40 olan bir
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SNP icin, populasyonda %60 oraninda bulunan yaygin (major) allel karsisinda

populasyonun %40’inin G alleline sahip oldugu anlasilmaktadir [65].

Homolog
kromozomlar

Sekil 1. 6 Tek nikleotid polimorfizmi genotipleri [60]

Tek nikleotid polimorfizminin bazi alt gruplari vardir. Bunlar transisyonlar ve
transversiyonlardir. Transisyon, DNA dizisindeki bir pirin bazinin (A, G) diger bir plrin
bazina veya bir primidin bazinin (T, C) diger bir pirimidin bazina doniismesi ile
gerceklesmektedir. Transversiyonda dizi icindeki bir plrin bazinin (A, G) bir primidin
bazina (T, C) veya bir primidin bazinin bir pirin bazina déntsmesi s6z konusudur [59].
Sekil 1.7°de goruldigi gibi transversiyonun farkl bigimlerinin sayisi transisyonun
sayisindan iki kat fazladir. Buna ragmen transisyon sikligi transversiyon sikligindan daha
yiksektir. insan genomundaki SNP’lerin %25’ini G>A ve C>T transisyonlari

olusturmaktadir [57].
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Sekil 1. 7 Transversiyon ve transisyonlar [66]

SNP’ler genomik DNA’nin yapisal elementleri ve fonksiyonel 6zelliklerine gére birkag
farkh sinifa ayrilmaktadir. SNP’ler genlerin kodlanan dizilerinde (ekzon SNP=eSNP),
genlerin kodlanmayan bolgesinde (intron SNP=iSNP ve promotor SNP=pSNP) veya
genler arasi bolgelerde (intergenic SNP=gSNP) yer almaktadir [57],[67]. Gen ifadesini
kontrol eden dizenleyici bolgede bulunan SNP’ler dizenleyici SNP (rSNP) olarak
adlandirilmaktadir. Dizenleyici SNP’ler promotor SNP’leri ve bazi intron SNP’leri de

kapsamaktadir (Sekil 1.8) [57].

Promotor

Bolge intron Ekzon
rSNP iSNP
(Dizenleyci (i;\;‘r:)n cSNP SSNP
) (Sinonim olmayan) | (Sinonim)
amino asit amino asit
degisimi var degisimi yok

Muhtemel fenotipik degisiklik

Sekil 1. 8 Gendeki pozisyonuna bagli olarak farkli SNP cesitleri [57].
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Dizenleyici bolgedeki SNP’ler gen ifadesini ve gen Urin dizeyini etkileyebilmektedir.
intronik bélgedeki SNP’ler protein yapisini etkilemezler. Fakat bazi SNP’ler splays
varyantlarinin Uretimini etkileyebilmektedir [68]. Kodlanan bdlgede bulunan bir SNP,
elde edilen proteinde iki farkh etkiye sebep olabilir. Sinonim (Synonymous) SNP’ler
(sSNP) uretilen proteinde amino asit degisimine sebep olmamaktadir. Bu durum ayni
zamanda sessiz mutasyon olarak da adlandirilmaktadir [69]. Sinonim olmayan (non-
Synonymous) SNP’ler (cSNP) amino asit degisimine neden olur ve insan
populasyonundaki kodlanan proteinlerin fonksiyonel gesitliligi icin dGnemli bir faktordir

[70], [71].

SNP’ler fonksiyonel etkisi hakkindaki verilerin varligina dayanarak 3 gruba
ayrilmaktadir. Fonksiyonel etkisi bilinmeyen SNP’ler anonim SNP, muhtemelen bir
fonksiyonel etkiye sahip olanlar aday (candidate) SNP, protein fonksiyonunda ve
ekspresyonunda bir degisime neden olan SNP'ler ise protein SNP’leri olarak adlandirilir

[57].

SNP teknolojilerinin farkh uygulama alanlarina gen kesfi ve haritalanmasi, iliskilendirme
temelli aday polimorfizm testleri, tani ve risk profillerinin olusturulmasi, ¢evresel
uyaranlara, ksenobiyotiklere ve diyete karsi cevabin tahmin edilmesi (6ngorilmesi),
homojenite testi ve epidemiyolojik ¢alisma dizayni ve fizyolojik genomik 6rnek olarak

verilebilmektedir [72].

1.1.6.2 Tek Niikleotid Polimorfizmleri ile Prostat Kanserinin iliskilendirilmesi

SNP’ler insan genomunda yaklasik olarak her 200-300 baz ¢iftinde bir bulunmaktadir.
Genom yaklasik 3 milyar baz cifti icerdiginden genomda 10-15 milyon SNP bulundugu
tahmin edilmektedir. SNP sikhgi tiim genom boyunca esit aralikli ise, bu durum tahmini
30,000 insan geninde vyaklasik olarak 300,000-600,000 SNP bulundugu anlamina
gelmektedir [73].

insan populasyonlari arasinda farkhliklar bulunmaktadir, bu nedenle bir cografik ya da
etnik grupta yaygin olan bir SNP alleli bir digerinde daha nadir olabilmektedir. Bazi
SNP’ler belirli bir populasyona 6zgudir [74]. SNP’lerin biyolojik etkisi bazi durumlarda
bir ya da daha fazla hastaliga yatkinhigi arttirabilmektedir. Hastaliga yatkinlik ve

hastaligin ortaya cikmasi Uzerinde etkili olan SNP’lerin tanimlanmasi hasta ve
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kontrollerde SNP’lerin genotiplenmesi ve frekans farkliliklarinin arastirilmasi ile
basariimaktadir [75]. SNP’lerin ilag yanitina olan ¢esitlilikte de payinin oldugu
bilinmektedir [76]. Sonug olarak, SNP’ler benzer kosullarda bulunan bireylerden
bazilarinin daha saglikli bazilarinin ise ise hastaliga yatkin olmasina, ayni hastaligin
seyrinin bireyler arasinda farkllik géstermesine ve bazi bireylerin tedaviye olumlu yanit
verirken, digerlerinin vermemesine blylk oranda acgikhk getirmektedir [77].

Son zamanlarda yapilan ¢calismalar ile 1921, 2p15, 3921, 4913, 5p15, 6425, 7921, 8q24,
10911, 11913, 15921, 17912, 17924, 19q13, 22q13 ve Xpll kromozomlarinda risk
lokuslarinin varligi tespit edilmistir [78]. Yapilan bircok c¢alismada bu lokuslarda
bulunan SNP’lerin prostat kanseri ile iliskisinin oldugu tespit edilmistir [79], [80], [81],
[82], [83], [84], [85], [86], [87], [88], [89], [90], [91].

Toplumumuzda yapilan bazi ¢calismalarda polimorfizmler ile prostat kanseri arasindaki
iliski arastirilmistir. Bu calismalarin ¢ogunda genotipleme yontemi olarak PCR-RFLP
secilmigtir. 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada VDR geninde (Vitamin D reseptori)
rs7975232, rs1544410 ve rs731236 polimorfizmlerinin prostat kanseri gelisimi ve
ilerleyisindeki roll arastirilmis olup rs7975232’nin sporadik prostat kanseri gelisiminde
rol oynayabilecegi bildirilmistir [92]. 2010 yilinda NAT2 (N-asetiltransferaz 2) geninde
yer alan rs1799930 ve rs1799931 polimorfizmlerinin prostat kanseri ile anlaml sekilde
iliskili oldugu bulunmustur [93]. 2011 yilinda yapilan bir diger ¢alismada, AXIN2
geninde yer alan yedi polimorfizmin prostat kanseri riski lizerine etkisi arastiriimis olup
rs35285779 polimorfizminin koruyucu bir SNP olarak prostat kanseri gelisimi ile iliskili
olabilecegi onerilmistir [94]. 2014 vyilinda, MMP-2 (Matriks metalloproteinaz)
rs2423865 ve TIMP-2 (Metalloproteinaz doku inhibitori) rs8179090 polimorfizmlerinin
prostat kanseri ile iliskisi arastirilmistir ve TIMP-2 rs8179090 (GC) genotipinin prostat

kanserine karsi koruyucu etkisinin olabilecegi bildirilmistir [95].

Yaptigimiz literatlir arastirmasina gore, bu tez calismasina dahil edilen ve farkh
toplumlarda calisilmis olan SNP’lerin toplumumuzda daha 6nce calisiilmadigl tespit

edilmistir.
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1.1.7 SNP Genotipleme

SNP genotipleme yodntemleri, hibridizasyon, allel-spesifik PCR, primer uzama,
oligoniikleotid ligasyonu ve endoniikleaz kesimi olmak UGzere bes gruba ayrilmaktadir.
Bu yontemlerin her birinin avantaj ve dezavantajlari Cizelge 1.1'de gosterilmistir [96].
Baglica allel tespit etme yontemleri, fluoresans, kemiluminesans ve bu tez ¢alismasinda

uygulanan kitle spektrometrisidir [97].

Cizelge 1. 1 SNP genotipleme yontemlerinin 6zellikleri [96].

Yontemler Avantajlan Dezavantajlari

Hibridizasyon Yaygin olarak kullanilir, | Genotip ayrimi sinirhdir,
coklu ornekte calisilabilir, | hata orani ylksektir,
isaretleme yontemi | problar pahalidir.
ucuzdur, assay basittir.

Allel spesifik PCR Real time PCR | Optimizasyon gerektirir,
gerceklestirilir, isaretleme | spesifik olmayan {riinler
yontemi ucuzdur, assay | belirlenemez, primerler ve
basittir. problar pahahdir.

Primer uzama Hassas genotipleme | PCR’a benzer bilesenler
gerceklestirir,  isaretleme | bulunur, ekipmanlar
yontemi gerektirmez, coklu | pahalidir.
ornekle ¢ahsilabilir.

Oligoniikleotid Assay  farkh  sekillerde | Coklu isaretlenmis problar

ligasyonu gerceklestirilebilir, ¢oklu | gerektirir, problar
ornekle gahisilabilir. pahalidir.
Endoniikleaz kesimi | Pahali degildir, ekipman | Yiksek islem hacmine
gerektirmez. uygun degildir.

SNP genotipleme her genetik iliskilendirme calismasinin 6nemli bir parcasidir ve uygun
genotipleme yonteminin secilmesi ¢calismanin basarisi i¢cin olduk¢a dnem tasimaktadir

[98].

Yaygin olarak kullanilan ve ticari olarak elde edilebilen sekiz genotipleme assayi
bulunmaktadir. Bunlar TagMan, SNPstream, SNPlex, hME/iPLEX, MIP, GeneChip,
Goldengate, Infinium | ve II'dir (Cizelge 1.2) [99].
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Cizelge 1. 2 Ticari olarak elde edilen genotipleme assayleri [99]

Assay Tipi Teknolojinin temeli Avantaj Dezavantaj
TagMan 5’ ekzonuikleaz/ TagMan problari Basitlik, Tek plex,
PCR Yiiksek ornek islem hacmi Pahali assaylar
hME/iPLEX Primer uzama MALDI-TOF kdtle Dislik assay maliyeti, Yogun bakim
spektrometrisi Yiksek 6rnek islem hacmi gerektiren
ekipmanlar
SNPstream Primer uzama Tag array Coklu assaylar, Diastk multipleks,
Yiiksek ornek islem hacmi Multiplekste
kisitlama
SNPlex OLA/PCR Kapiler elektroforez 48 plexe kadar cikilabilir, Karmasik reaksiyon
Yiksek 6rnek islem hacmi hazirlama
Goldengate Primer uzama/ Bead array Orta-yuksek miuiltipleks, Dusuk plexler (384-
ligasyon Yiiksek gecis orani ve kesinlik, 96) , Pahali
orta ornek islem hacmi
MipP Padlockproblari/ Tag array Uygun maliyetli, Karmasik reaksiyon
OLA Cok ylksek multipleks assay hazirlama,
Dusuk 6rnek islem
hacmi
GeneChip Hibridizasyon Oligonikleotid array | Ultra-yliksek multipleks (100- Ornek basina iki ¢ip
500 K), gerektirir
Cok uygun maliyetli, nicel
analiz araglari
Infinium Hibridizasyon/ Bead array Ultra-yiiksek multipleks, Nicel analizler
Ivell Primer uzama Yiksek gegis orani ve kesinlik tartismaya agiktir
ve ve ligasyon

Bu tez calismasinda iPLEX genotipleme yontemi secilmistir (Sequenom Inc.). Bunun
temel sebepleri, yontemin multipleks reaksiyonlara olanak saglamasi, verilerin kisa
surede %99,7'den daha yuksek bir kesinlikte elde edilmesi, bir SNP’nin analizi igin

diusiik maliyet gerektirmesi ve Tirkiye’de bulunabilirligidir.

Bu teknikte SNP iceren genom bolgeleri spesifik primerler kullanilarak PCR araciligiyla
cogaltihr. Uriinler kalip olarak kullanilarak daha sonra tek baz uzama reaksiyonuna
(iPLEX reaksiyonu) maruz birakilir. Bir tespit edici primer 3’ ucundaki nulkleik asit
sekansina yapisir. Daha sonra bu primer ddNTP iceren tek bir baz tarafindan uzatilir
[57]. Burada, polimorfik bolgeyi iceren PCR Uriini kalip gérevi yapmaktadir ve primerin
3’ ucu allelik bazdan meydana gelmektedir. Sadece 3’ bazin hedef DNA’da bulunan
allele komplementer olmasi durumunda primer uzatilir. Primer uzama olayinin
izlenmesi DNA orneginde bulunan allelin anlasilmasina izin verir [100], [101]. Matriks

destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamanli (MALDI-TOF) kitle spektrometrisi
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(MS: Mass Spectrometry) ile allellerin kitle esaslh tespit edilmesi gergeklestirilir (Sekil

1.9).
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Sekil 1. 9 iPLEX reaksiyon basamaklari semasi [102]
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MALDI-TOF MS oligonlikleotid, peptid, protein ve oligosakkarit gibi c¢esitli
biyomolekdllerin kiitle analizi i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir [97]. DNA’nin
kitle spektrometrisi ile analizi yumusak iyonizasyon gerektirir (6rnegin; fermentasyon
olmadan) ve genellikle matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamanh
(MALDI-TOF) analizi ile gergeklestirilir. MALDI yontemi allel spesifik Grinlerin bir
matriks bileseni ile metal bir plaka Gzerinde karisimini igermektedir. Karisim daha sonra
glcli bir potansiyel farki uygulamasi ile iyonizasyonun gerceklestigi gaz fazina
gecmesine sebep olan kisa bir lazer atisi ile isitilir. iyonlar dedektdre dogru hizlandirilir
ve kutle/ylk oraninin hesaplanmasina izin veren ugus zamani (dedektore ulasma
zamani alinarak) 6lgtlir [103] (Sekil 1.10). Genellikle, matriks ile iyonizasyon esnasinda
spektral analizi kolaylastiran tek yukla iyonlar Gretilir. MALDI-TOF MS yonteminde, ¢ok
sayida oligonikleotidin karisimi hizlica ayristirilabilir ve florofor gibi spesifik tespit etme
etiketi olmadan da dogru bir sekilde analiz edilebilir [97], [104]. Bu nedenle MALDI-TOF

MS cesitli SNP genotipleme yontemlerinde kullaniimaktadir [97].
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Sekil 1. 10 MALDI-TOF reaksiyon semasi ve spektrum gortintisi [105]
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1.2 Tezin Amaci

Farkh toplumlarda hastalik risk allellerinin de farkh oldugu bilinmektedir, bu nedenle
her toplumun SNP profilleri ayri ayri tanimlanmalidir. Bu tez ¢alismasinin amaci, daha
once farkh toplumlarda prostat kanseri ile iliskilendirilmis olan SNP allellerinin
toplumumuzdaki dagiliminin tespit edilerek prostat kanserine yatkinhgi olan kisilerin
genetik olarak belirlenmesi ve tek nikleotid polimorfizmleri ile prostat kanserinin
iliskilendirilmesidir.

Bu tez galismasinin bir diger amaci, ¢ok sayida SNP’nin kisa sirede, ¢coklu 6rnekte ve

nispeten diisiik maliyet ile standart kosullarda analiz edilmesinin 6nini agmaktir.

1.3 Hipotez

Bu tez calismasinda, toplumumuzda prostat kanseri ve tek nikleotid polimorfizmleri
arasindaki iliski arastirilarak SNP’ler ile prostat kanserinin iliskilendirilmesi durumunda;
elde edilen sonuglarin, hastalik ortaya ¢cikmadan once risk faktorlerini tespit etmede bir
biyomarkir olarak kullanilabileceginin belirlenmesi durumunda, toplumumuzda

“Prostat kanseri risk tahmin paneli” tasarlanmasinin éniini acacagl 6ngorilmektedir.
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BOLUM 2

MATERYAL ve YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 CGalisma Populasyonu

Bu calismaya Bakirkéy Dr. Sadi Konuk Egitim ve Arastirma Hastanesi Uroloji Klinigi'ne
basvuran kisilerden prostat kanseri hasta grubu olarak klinik veya histopatolojik olarak
prostat kanseri tanisi almis 85 hasta dahil edilmistir. Kontrol grubu olarak prostat

kanseri olmadigi bilinen 90 birey ¢alismaya alinmistir.

Hasta ve kontrol grubunu olusturan toplam 175 kisiden kan orneklerinin alinabilmesi
icin Bakirkoy Dr. Sadi Konuk Egitim ve Arastirma Hastanesi’nin 2012/13/10 nolu karari
ile 24.09.2012 tarihinde etik kurul onayi (EK-A) alinmistir. Hasta ve kontrol grubuna ait
bireylerden kan o6rnegi alinmadan o©nce c¢alisma hakkinda bilgi veren asgari
bilgilendirilmis gondlli olur formu (EK-B) ile bireylerin onami alinmistir. Ayrica 6rnek
alinan hastalardan prostat kanseri ile iliskili olabilecek diger durumlarin

belirlenebilmesi amaciyla hasta bilgi formu doldurtularak bilgi alinmistir (EK-C).

2.1.2 Kan Orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi

DNA izolasyonlari yapilmak Uzere hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden EDTA’li
tiplere periferik kan ornekleri alinmistir. Kan ornekleri numune tasima cantasi ile
sogukta muhafaza edilerek laboratuvara getirilmistir. Kan 6rnekleri alindiktan sonra
bekletilmeden genomik DNA izolasyonu yapilmistir. izolasyonu tamamlanan érneklerin

safligi ve DNA miktari tayin edilerek calismaya uygunlugu kontrol edilmistir.
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2.1.3 Kimyasal Maddeler, Enzimler ve Kitler

Kan 6rneklerinden genomik DNA izolasyonu yapmak amaciyla kullanilan kandan DNA
izolasyon kiti (Invisorb Spin Blood Mini Kit, Cat no#: 1031100300) Invitek’ten temin
edilmistir. Multipleks PCR’da kullanilan ve igerisinde dNTP karisimi, 10X PCR Tamponu
ve MgCl, iceren PCR seti Sequenom Inc.’den temin edilmistir. Reaksiyonda kullanilan

PCR enzimi Roche’dan temin edilmistir.

PCR sonrasi temizleme reaksiyonunda (SAP reaksiyonu) kullanilan shrimp alkalen
fosfataz enzimi ve tampon c¢o6zeltisi, tek baz spesifik uzama reaksiyonunda kullanilan
iPLEX enzim, 10X iPLEX tampon c¢ozeltisi, iPLEX terminasyon karisimi ve rezin ile
temizleme asamasinda kullanilan SpectroCLEAN rezin Sequenom Inc.’den temin

edilmistir. Tim asamalarda kullanilan ultrasaf distile su Invitrogen’den temin edilmistir.

2.1.4 Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Emniyet kabini-NlUve, mini santriflij/vorteks-BIOSAN, santriflij-Beckman Coulter,
mikrosantrifiij-Beckman Coulter, termal calkalayici-BIOSAN, mikro-hacim UV-Vis
spektrofotometre-Thermo, termal dongileyici-BIO-RAD, doner calkalayici-Scientific
Industries, MassArray Nanodispenser- Sequenom Inc., MassArray Analyser-Sequenom

Inc.

2.1.5 SNP ve Primerler

Bu tez calismasinda genotiplenen 67 SNP’ye ait rs (referans SNP) numaralari,
multipleks PCR’da kullanilan forward ve reverse primerler, polimorfik bélgeyi iceren
amplikon uzunlugu ve tek baz spesifik uzama reaksiyonunda kullanilan uzama problari
Cizelge 2.1’de verilmistir. Multipleks PCR primerleri ve uzama problari Metabion

International AG Almanya’da sentezletilmistir.
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Cizelge 2. 1 SNP’ler ve genotipleme primerleri
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Cizelge 2. 1 SNP’ler ve genotipleme primerleri (devami)
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Cizelge 2. 1 SNP’ler ve genotipleme primerleri (devami)
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Cizelge 2. 1 SNP’ler ve genotipleme primerleri (devami)
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2.2 Yontem

Bu tez calismasinin yontemi aksi belirtilmedigi siirece iPLEX® Gold Application Guide
(2009) [106] ve iPLEX® Gold SNP Genotyping Training Protocol (2009) [107] referans

alinarak gergeklestirilmistir.

2.2.1 Kiitle Spektrometrisi Esasli Deney Tasarimi

2.2.1.1 Amplifikasyon Primerlerinin Tasarlanmasi

Amplifikasyon primer giftleri ortamda yer alan kalip DNA dizileri ile hibridize olarak
reaksiyonu baslatmaktadir. Multipleks PCR amplifikasyon primerleri Sequenom’un

Assay Designer yazilimi kullanilarak tasarlanmistir [108].

Amplifikasyon primerleri tasarlanirken bazi unsurlara dikkat edilmesi gerekmektedir.
Polimorfik bolgeyi iceren optimum amplikon boyutu 80 ile 120 baz cifti arasinda
olmalidir. 400 baz ciftinden daha uzun fragmentlerden kacinilmahdir. Kitle
spektrumundaki karisikligi dnlemek ve PCR performansini artirmak icin amplifikasyon
primerlerinin kitlesinin uzama primerinin (uzama problari)) ve uzama reaksiyonu
Urlnlerinin kitlesinden farkl oldugundan emin olmak gerekmektedir. Bu nedenle her
bir amplifikasyon primerinin 5' ucuna genel bir 10-mer etiketi eklenmelidir. 10-mer
etiketinin dizisi 5'-ACGTTGGATG-3' seklindedir. PCR primerleri tasarlanirken primer
dimeri olusumunu dikkate almak gerekmektedir. Clinkii multipleks reaksiyonlar igin
primerlerin tasarlanmasinda bu konu 6nem tasimaktadir. Sequenom’un Assay Designer

yazilimi, primerleri muhtemel dimer olusumu agisindan kontrol etmektedir.

2.2.1.2 Uzama Problarinin (Primerlerinin) Tasarlanmasi

Uzama problari amplifikasyon sonrasi elde edilen PCR Uriniine spesifik hibridizasyon
gerceklestirerek ortamda var olan allelin belirlenmesi icin tek bazhk bir uzama
gerceklestirmektedir. Sonucta olusan Urlinler arasinda allele 6zgli kutle farkhliklar
meydana gelmektedir. SNP allelleri arasindaki kitle farki MassARRAY® Typer 4.0

yazilimi tzerinde analiz edilmesine olanak tanimaktadir (Cizelge 2.2).
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Uzama problar tasarlanirken de bazi unsurlara dikkat edilmesi gerekmektedir.
Tasarlanan uzama probunun 3' ucu polimorfik bolgenin hemen yaninda olmaldir.
Uzama problari 15-30 nikleotid uzunlugunda olmalidir. Tm degeri yaklasik olarak 60 °C
veya daha yuksek olmalidir. En iyi sonucu elde etmek icin uzama primerleri ve
Urdnlerinin katleleri arasinda en azindan 30 Da’luk fark olmasi gerekmektedir (ayni

assayin allelleri harig). Tercih edilen analit kitleleri 4500-9000 Da arasinda olmalidir.

Tek baz wuzama problari Sequenom’un Assay Designer yaziimi kullanilarak
tasarlanmistir. Uzama problarinin ve tek baz spesifik uzama reaksiyonu sonucunda elde

edilebilecek dizilerin kitleleri yazilim tarafindan belirlenmistir.

Cizelge 2. 2 SNP allelleri arasindaki kiitle (Da) farkhliklari [106]

Terminator A C G T
A 0 -24 16 55.9
C 24 0 40 79.9
G -16 -40 0 39.9
T -55.9 -79.9 -39.9 0

2.2.1.3 Assay Dizayni (Deney Tasarimi)

Bu tez galismasinda 6ncelikle 175 drnekte 45 SNP’nin genotiplemesi igin assay tasarimi
Sequenom’un Assay Designer yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir. Calisma sirasinda
23 yeni SNP’nin prostat kanseri ile iliskisinin bildirilmesi [81] lizerine bu SNP’ler de
calismaya dahil edilerek assay tasarimi ayni yontemle gergeklestirilmistir. Tasarim

sonucu 22 SNP ikinci set olarak calismaya dahil edilmistir.

Multipleks reaksiyonlarda tek bir kuyuda calisilabilecek olan SNP sayisi plex terimi ile
tanimlanmistir. Her iki setteki multipleks reaksiyonlar her bir drnek icin iki plexte
cahsilmistir. 45 SNP’nin bulundugu sette plex 1’de 31 SNP, plex 2’de 14 SNP c¢alisiimistir
(Cizelge 2.3). 22 SNP’nin bulundugu ikinci sette ise plex 1’de 18 SNP, plex 2’de ise 4
SNP calisilmistir (Cizelge 2.4).
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Gizelge 2. 3 Set 1’de yer alan multipleks reaksiyonlar

Multipleks reaksiyon SNP’ler
rs8102476 rs7130881 rs445114
rs10993994 rs6983267 rs721048
rs902774 rs1456315 rs6497287
rs4430796 rs10896449 rs2292884
rs11199874 rs9364554 rs9325782
rs1983891 rs12653946 rs11228565
Plex1 rs4962416  rs4242382  rs339331
rs6465657 rs7501939 rs16901979
rs3774315 rs7210100 rs16901979
rs1016343 rs4775302
rs16902094 rs10934853
rs3865443 rs10486567 rs1447295
Plex 2 rs4242384 rs2735839 rs7931342
rs9623117 rs1512268 rs5945572
rs1859962 rs651164 rs1571801
rs13385191 rs2410373
Cizelge 2. 4 Set 2’de yer alan multipleks reaksiyonlar
Multipleks reaksiyon SNP’ler
rs12155172 1933488 rs6869841
rs3096702 rs3850699 rs2427345
rs1218582 rs11568818 rs11650494
rs3771570 rs6062509 rs7241993
Plex 1 rs1270884  rs8008270  rs4245739
rs7611694 rs7141529 rs2405942
rs11135910 rs11902236
Plex 2 (51894292  rs684232
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2.2.2 Genomik DNA izolasyonu ve Miktar Tayini

2.2.2.1 Genomik DNA izolasyonu

Temin edilen kan érneklerinden genomik DNA izolasyonu ticari kit (Invisorb Spin Blood
Mini  Kit, Cat no#: 1031100300) kullanilarak {retici talimatlarina gore

gercgeklestirilmistir.

izolasyondan énce Eliisyon Tamponu D (Elution Buffer D) 2.0 ml’lik tiipe alinip 56°C’de
inkGibasyona birakilmigtir. 200 pl kan 6rnegi 1.5 ml’lik reaksiyon tliptine aktariimistir.
200 pl Lizis Tamponu HL (Lysis Buffer HL) eklenip, pipetle bes kez asagi ve yukari dogru
karistinllarak 56°C’deki calkalamali inklbatorde 3 dakika inkibe edilmistir. 20 pl
Proteinaz K eklenip kisa bir siire vortekslenmistir. Reaksiyon tiipti 56°C’deki ¢alkalamali
inkGibatorde 5 dakika inklibe edilmistir. 200 ul Baglanma Tamponu HL (Binding Buffer
HL) eklenip vorteksle ya da 4-5 kez asagi yukari pipetleme yapilarak karistirilmistir. RTA
Spin filtre seti (RTA Spin Filter Set) olarak adlandirilan tipler alinip hazirlanan karisim
eklenmis ve kapagi kapatilarak 1 dakika inkiibe edilmigstir. Bu sette Ustte Spin Filtre ve
altta Receiver (Alici) tlUplerden olusan birbiri icine gecebilen 6zel Uretilmis tlpler
bulunmaktadir. 13.000 x g’de (12.000 rpm) 2 dakika santrifiijlendikten sonra stiziinti
atilip RTA spin filtre yeni bir 2.0 ml’lik alici tiipe konulmustur. 500 ul 6n yikama
tamponu (Pre-Wash Buffer) RTA spin filtreye eklenmistir. Filtrenin kapagl kapatilip
13.000 x g’de 1 dakika santrifiijlendikten sonra siiziinti atilip RTA spin filtre yeni bir
alici tipe konulmustur. Yikama asamasinda 700 ul yikama tamponu (Wash Buffer)
eklenip 13.000 x g’de 1 dakika santrifijlendikten sonra stiziintl atilarak RTA spin filtre
yeni bir alici tipe konulmustur. Yikama asamasi iki kez tekrar edilmistir. RTA spin filtre
tekrar yeni bir alici tipe konularak etanoliin tamamen uzaklagmasi i¢in 4 dakika en
ylksek hizda santrifiijlenmistir. RTA spin filtre yeni bir 1.5 ml’lik alici tiipe konulup
onceden isitilmis (56°C) ellisyon tamponundan 75 ul eklenip oda sicakhiginda 1 dakika
inkiibe edilmistir. 8.000 x g’de (9.500 rpm) 1 dakika santriflijlenerek DNA izolasyonu

gerceklestirilmistir.
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2.2.2.2 izolasyonu Yapilan DNA’nin Miktar ve Saflik Tayini

DNA miktar ve saflik tayini 260 nm ve 280 nm dalga boylarindaki UV
spektrofotometrede o6l¢iim yapilarak gergeklestirilmistir. DNA’nin saf olarak elde
edilebilmesi icin 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degeri oraninin 1.7 ile 2.0
arasinda olmasi gerekmektedir (Ays0/A280=1.7-2.0) [109]. DNA miktari, 260 nm’deki bir
optik dansite (OD) Unitesinin 50 pg/ml cift iplikli DNA’ya esit kabul edilmesiyle

hesaplanmistir. DNA miktari (2.1)’ de verilen formile gore hesaplanmistir:

DNA miktari= OD Unitesi x sulandirma faktori* x 50 pug/ml (2.1)

*DNA’nin1:10 oraninda sulandirilmasi durumunda sulandirma faktort 10 olarak alinir.

izole edilen her bir DNA’nin saflik derecesi ve miktari NanoDrop Mikro-Hacim UV-Vis
Spektrofotometre kullanilarak kontrol edilmistir. Her bir genomik DNA 6rneginin 1 pl’si

cihaza pipetlenerek DNA miktari ve safligi belirlenmistir.

2.2.3 DNA’nin Genotipleme igin Cogaltilmasi (Multipleks PCR)

Nikleik asit degisimlerinin belirlenebilmesi ve tek baz spesifik uzama reaksiyonunda
kullanilabilmesi igin genomik DNA’daki hedef bdlge, tasarim sonucu elde edilen

forward ve reverse primer giftleri kullanilarak multipleks PCR ile cogaltiimistir.

Boliim 2.2.1.3'de belirtildigi gibi SNP’ler plex 1 ve plex 2 seklinde gruplara ayrilmistir.
Her iki set ¢calismamizda da PCR karisimlari hazirlanirken plex 1 ve plex 2 de yer almasi
gereken primer ciftleri kullanilmistir. PCR bilesenleri ve miktari Cizelge 2.5'te
verilmistir. Hazirlanan reaksiyon karisimi yavasca karistirilip, 1000 rpm hizinda santrifiij

edilmistir.

Amplifikasyon 92 °C’de 2 dakika 6n denatlirasyon, 95 °C’de 30 saniye denatlirasyon, 56
°C'de 30 saniye baglanma, 72 °C'de 1 dakika uzama ile 45 déngili ve 72 °C'de 3 dakika

son uzama olarak gerceklestirilmistir.
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Cizelge 2. 5 Multipleks PCR karisimi (* reaksiyona gore optimize edilecek deger)

Bilesenler Son Konsantrasyon Reaksiyonda Kullanilan
Bilesen Hacmi (pl)

dH,0 * 1,800
10X PCR Tamponu

1x (2 mM MgCl,) 0,500

(20 mM MgCl,)
MgCl, (25 mM) 2mM 0,400

dNTP karisimi
500 uM 0,100

(her birinden 25 mM)

Primer karigimi (0,5 pM) 0,1 uM 1,00
Roche PCR Enzimi (5 U/pl) 1.0 U/reaksiyon 0,200

PCR karisimi toplam hacim 4 pl olacak sekilde hazirlandiktan sonra;

DNA (10 ng/pl) 2 ng/ul 1,00

Toplam Hacim 5,00

2.2.4 dNTP Nétralizasyonu (SAP Reaksiyonu)

Amplifikasyon drinlerindeki baglanmamis dNTP’ler shrimp alkalen fosfataz (Shrimp
alkaline phospohotase:SAP) ile nétralize edilmistir. SAP, serbest dNTP’den bir fosfat
grubunu keserek geri donlsimsiz olarak dNDP’ye c¢evirmektedir. Baglanmamis,
serbest bulunan dNTP’leri defosforile etmek icin hazirlanan SAP reaksiyonu bilesenleri

Cizelge 2.6’da verilmistir.

Hazirlanan 2ul SAP karisimi multipleks PCR iriinlerine eklenmistir. Ornek plakasi
yavasca karistirthp 1000 rpm hizinda santrifiij edilmistir. SAP reaksiyonu 37 °C’'de 40
dakika slreyle gerceklestirilerek, reaksiyon karisimi enzimin inaktive edilmesi igin 85

°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir.
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Cizelge 2. 6 SAP reaksiyonu bilesenleri (* reaksiyona gore optimize edilecek deger)

7 ul reaksiyondaki son  2ul SAP karigimi icersindeki
Bilesenler hacim bilesen miktari
(PCR + SAP) (]
dH,0 * 1,53
TS Tamponu (10X) 0,24 X 0,17
SAP Enzimi (1,7 U/pul) 05U 0,30
Toplam Hacim (pl) * 2 ul

2.2.5 Tek Baz Spesifik Uzama Reaksiyonu

2.2.5.1 Uzama Probu Konsantrasyonlarinin Ayarlanmasi

Pik yogunlugu ve analit kltlesi arasindaki ters oranti nedeniyle, tek baz spesifik uzama
reaksiyonundaki uzama probu konsantrasyonlarinin ayarlanmasi gerekmektedir.
Kitlesi en yliksek olan primerin (-8500 Da) pik yogunlugu daha disuk katleli
primerlerin ortalamasina gore %25’ten daha azdir. Yani kitle arttikca sinyal-girilti
orani azalmaya egilimlidir. Sinyal-glrilti oraninin dengelenmesi agisindan oligolarin
konsantrasyonlarinin ayarlanmasi 6nerilmektedir. Aksi halde girultiiden dolayi
sinyaller ayirt edilemez hale gelmektedir. Genotipleme reaksiyonlarinda, analit pikleri

kacirilabilmekte ve genotipleme hatalari ortaya cikabilmektedir.

Analit kitlesi ve sinyal-glrilti orani arasindaki ters orantiya ek olarak, pik
uzunluklarinda da beklenmeyen varyasyonlar meydana gelebilmektedir. Bu
varyasyonlar  tutarsiz  oligontkleotid kalitesinden ve  MALDI'deki  disuk

desorpsiyon/iyonizasyon davranisindan kaynaklanabilmektedir.

Bu sorunlarin giderilmesi ve modernize edilmesi igin tek baz spesifik uzama
reaksiyonunun hazirlanmasinda dort farkli yéntem belirlenmistir. ilk G¢ yéntem
primerlerin  kiitlesine gére 2, 3 ve 4 asamali olarak gruplara ayrilarak
konsantrasyonlarinin ayarlanmasini gerektirmektedir. Dordinci yontem butin
primerlerin  kiitlesine gore spesifik bir konsantrasyonda karisimini ve bu
konsantrasyonlarin kullanilarak spektrumda her bir primerin dengelenmesini

gerektirmektedir. Bu tez calismasinda, uzama primeri konsantrasyonlari dusiik kitleli

35



primerlerden yliksek kitleli primerlere dogru dort asamali olarak ayarlanmistir (Sekil
2.1). Duslik katleli primer grubunun konsantrasyonu 7.0 uM, bir sonraki grubun 9.3
UM, Gglncl grubun 11.6 uM ve en yiiksek kitleli grubun ise 14.0 uM olacak sekilde
ayarlanmistir. 7/9.3/11.6/14 uM konsantrasyonlarindaki uzama probu karisimi uygun

miktarda dH,0 eklenerek hazirlanmistir.

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup

l ] l

90 4

80 }-
70 - .
60 .}
50
40 4
30 g
20 =
0 b gy ¥ . -

2717{ +171_A_+J_.;L_L{4_LL_A_§_1_L_1_L.7L1_1_;+V1_A_1717.J_L1_144‘;1;
5000 5500 6000 6500 7000 7500 8000 8500
Kiitle

Yogunluk

Sekil 2. 1 Dort asamali uzama probu ayarlama metoduna gore primerlerin
gruplandirilmasi [106].

2.2.5.2 Tek Baz Spesifik Uzama Reaksiyonu Hazirlanmasi ve Termal Doéngiileyicide

islem Gormesi

SAP reaksiyonu Urlnleri, daha sonra tek baz spesifik uzama reaksiyonuna tutulmus,
tasarlanan problarin hedef bolge ile hibridizasyonu ve tek kitle-modifiye niikleotid
uzamasl gerceklestirilmistir. Multipleks PCR reaksiyonuna benzer sekilde tek baz
spesifik uzama reaksiyonu da her iki set icin plex 1 ve plex 2 olmak Uzere ikiser kez

hazirlanmistir. Tek baz spesifik uzama reaksiyonu bilesenleri Cizelge 2.7’de verilmistir.

Reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra 1000 rpm hizinda 1 dakika santrifiij edilmistir.
Ornek plakasi zerindeki her kuyuya 2 pl tek baz spesifik uzama reaksiyon karisimi
eklenmistir. Ornek plakasi yavasca karistirilmistir ve termal dongileyici asamasi
oncesinde 1000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Reaksiyon Cizelge 2.8’de belirtilen

kosullarda gerceklestirilmistir.
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Cizelge 2. 7 Tek baz spesifik uzama reaksiyonu bilesenleri (* reaksiyona gore optimize
edilecek deger)

9l reaksiyon 2 pl karigim icersindeki

Bilesenler hacmindeki son STema e ()
konsantrasyon
dH,0 * 0.619
iPLEX Tamponu (10X) 0.222X 0.200
iPLEX Terminasyon karisimi 1X 0.200
Karil';:'::l(;’/zg"’_:'/i:_r:/‘ﬂim 0.84/1.04/1.57 0.940
iPLEX Enzim 1X 0.041
Hacim (ul) * 2
SAP+PCR * 7
Toplam Hacim (pl) * 9

Cizelge 2. 8 Tek baz spesifik uzama reaksiyonu kosullari

Basamaklar islem Sicaklik ve Sure
1 On denatiirasyon 94 °C’'de 30 saniye
2 Denatirasyon 94 °C’'de 5 saniye
3 Baglanma 52 °C’'de 5 saniye
4 Uzama 80 °C’'de 5 saniye
5 Son uzama 72 °C’'de 3 dakika
Déngii sayilari 2-4 basamaklar"40 ?Iéng(]; 3-4
basamaklar 5 dongii

2.2.6 Rezinile Temizleme

Kitle spektrometrik analiz optimizasyonu icin tek baz spesifik uzama reaksiyonu
arinleri Na¥, K" ve Mg®" gibi iyonlar uzaklastirarak arka plan kirliligini minimuma

indirmek icin katyonik degisim saglayan rezin ile muamele edilmistir [102], [106]. Rezin
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ince uzun bir kagik yardimi ile bulundugu kaptan gukur plaka tzerine aktariimistir ve
cukur plaka Uzerinde bulunan kuyulara yayillmasi saglanmistir. Rezinin fazlasi ¢ukur
plakadan siyrilarak uzaklastirilmistir ve rezin en az 20 dakika beklemeye birakilmistir.
Bu esnada, érnek plakadaki her bir kuyucuga 16 pl dH,O eklenmistir. Ornek plaka
yavasca alt-Ust edilerek cukur plaka lizerine yerlestirilmistir. Ornek ve cukur plakalar
birlikte tutulmus ve yavasca ters gevrilerek rezinin ¢ukur plakadan 6rnek plakaya
dokilmesi saglanmistir. Cukur plakaya hafifce vurarak rezinin tamaminin 6rnek plakaya
dokilmesi saglanmistir. Kuyucuklarda hava kabarciklari olusmasi durumunda plaka kisa
bir siire santrifijlenmistir. Ornek plakasi déner-calkalayicida oda sicakliginda 35 dakika

dondirilmustiir ve 3200 x g’de 5 dakika santrifiijlenmistir.

2.2.7 Nanodispenser ile Uriinlerin Cipe Aktarimi

Hedef bodlgenin amplifikasyonu, SAP uygulamasi ile baglanmamis serbest bulunan
dNTP’leri defosforile etme, tek baz spesifik uzama reaksiyonu ve ortamdaki tuzlarin
uzaklastirilmasi icin rezin uygulanmasi asamalarini takiben elde edilen modifiye Griing,
nano litre (nl) hacminde ortalama 15 nl PCR urini 384-element SpectroCHIP® I
Uzerine dagitmak igin nanodispenser kullanilmistir. Oligonikleotidlerin silika ¢ip
Uzerindeki matriks spotlarina aktarilmasi oligoniikleotidleri MALDI-TOF matriksine (3-
hidroksipikolinik asit) dahil etmek amaciyla gerceklestirilmistir. Bu islemde delikli
ignelerin  kapiler etkisinden ve nano hacimde gerceklestirdigi dagilimdan

yararlanilmistir [102], [106].

2.2.8 MALDI-TOF MS ile Genotipleme ve Veri Analizi

Nanodispenser ile Gizerine PCR {irlini dagitilan 384-element SpectroCHIP® Il analizi igin
kiitle spektrometrisi (MassARRAY® Analyser 4) cihazina yliklenmistir. Cihaza yiikleme
asamasindan sonra sonu¢ alimi maksimum 40 dakika slirmistir. Lazer atimi sonrasi
elde edilen verilerin analizi, spektrum goriintisinin ve allel spesifik piklerin elde
edilmesi icin (iPLEX SpectroCHIP® Il analizi) cihazda bulunan MassARRAY® TYPER 4.0
genotipleme yazilimi kullaniimistir. Assay tasarimi asamasinda elde edilen bilgiler,
spektrumda dogru analitin beklenen pozisyonunun hesaplanmasi icin sistem tarafindan

kullaniimaktadir.
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2.2.9 istatistik Analizler

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS (Statistical Packages of Social Sciences, SPSS for
Windows, Version 20.0, Chicago, IC, USA) paket programi kullanilmistir. Tim testlerde

p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

2.2.9.1 Hardy Weinberg Dengesi

Hardy Weinberg kuralina goére vyeterli bulytklikteki bir populasyonda, segilim,
mutasyon ve goc¢ olaylarinin meydana gelmedigi ve rastgele eslesmenin oldugu
kosullarda gen ve genotip frekanslari sabit kalmaktadir. Boylece gen ve genotip
frekanslari dengeye ulasmis olan populasyonlara ise dengeli populasyon ya da Hardy
Weinberg dengesinde (HWE) olan populasyon adi verilmektedir [110]. Hardy Weinberg
kuralina uygun olan populasyonlarda allel frekanslari nesilden nesile degismemekte ve
genotip frekanslar allel frekanslarindan tahmin edilebilmektedir [111]. insandaki cogu
SNP’nin allel ve genotip frekanslarinin nesilden nesile degismedigi yani Hardy

Weinberg dengesinde oldugu bilinmektedir [112], [113].

Calismamizda Hardy Weinberg dengesi test edilirken 6ncelikle genotiplerin ¢alisma
grubundaki gozlenen birey sayilari bulunmustur. Allel frekanslari hesaplanmistir.
Hesaplanan allel frekanslari kullanilarak beklenen genotip frekanslari elde edilmistir.
Hardy Weinberg kuralina gore allel frekanslari sirasiyla p ve q olan iki allelli (A ve a) bir
lokusta, genotip frekanslarinin 3.1’de belirtilen denkleme uymasi beklenmektedir

[111].

p’+2pg+q°=1 (3.1)

Esitlikte p2 = AA; 2pg= Aa ve q2= aa genotiplerinin frekansini géstermektedir.

Gozlenen degerler ile beklenen degerler arasindaki farkin 6nemli olup olmadigini test
etmek ve calisma grubunun her bir SNP icin Hardy Weinberg dengesini degerlendirmek
amaciyla ki-kare testi uygulanmistir. p<0,05 olan SNP’lerin HWE dengesinde olmadigi

kabul edilmistir.
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2.2.9.2 Olasiliklar Orani (Odds Ratio=OR) Testi

Bu tez calismasinda SNP allel ve genotiplerinin prostat kanseri ile iliskisi OR degerleri
hesaplanarak belirlenmistir.

lliskilendirmenin bir 6l¢iitii olan olasiliklar orani hasta-kontrol calismalarinda yaygin
olarak kullaniimaktadir. OR, kontroller ile karsilastirildiginda hastalardaki genetik
degisimin ortaya ¢ikma olasiligl olarak tanimlanmaktadir [114]. Bir baska deyisle,
kontroller ile karsilastirildiginda hastalarda, bir SNP allelinin veya genotipinin artan
frekansta olmasi, ilgili SNP allelinin bulunmasinin hastalik riskini arttirabilecigini
gostermektedir [115]. Eger olasiliklar orani belirgin bir sekilde 1’den biiylk ise genetik
degisim hastalik ile iliskilendiriimektedir [114]. Cizelge 2.9’da hasta ve kontrol
grubunda allel 1 ve allel 2’ye sahip olan bireylerin sayisi a, b, c ve d harfleri ile
belirtilmistir. Allel 1’in hastalik ile iliskisi arastirilmak istendiginde, (3.2)'deki esitlik

kullanilarak olasiliklar orani hesaplanabilmektedir.

Cizelge 2. 9 Olasiliklar orani hesaplama prensibi

Allel 1 Allel 2
Hasta a b
Kontrol c d
OR= (a/b) / (c/d) = ad/bc (3.2)

Minor allel frekansi (MAF); polimorfik lokustaki az yaygin olan allele ait frekanstir.
Populasyonlar arasinda cesitlilik gosteren 0-0,5 arasinda bir degere sahiptir [114].
Hastalik ile iliskilendirilen allellerin ¢ogunlugunun frekansinin 0,5’in altinda oldugu
bildirilmistir [116]. Bu nedenle SNP allellerinin prostat kanseri ile iliskilendirilebilmesi
icin allel frekanslari hesaplanmistir ve ¢alisma populasyonunda kontrol grubuna goére
yaygin (major) olan allel belirlenerek referans olarak alinmistir [117]. Hastalik ile iliskili
olabilecegi ongoérilen minor allelin referans allele gére OR degeri, %95 gliven aralig
(GA) ve p degeri hesaplanmistir. p<0,05 olan sonuclar istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir ve OR degeri 1'den bliyik ise prostat kanseri ile iliskilendirilmistir.
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SNP’lerin  hastalik ile iliskisi dominant veya resesif modele gbre de
hesaplanabilmektedir. Ornegin Sekil 2.2’de T allelinin risk alleli olarak kabul edildigi
duruma goére, dominant ve resesif modeller gosterilmistir [118]. Bu calismada, SNP
genotiplerinin  prostat kanseri ile iliskilendiriimesi i¢in genotip frekanslari
hesaplanmistir ve calisma populasyonunda kontrol grubuna gore vyaygin olan
homozigot genotip belirlenerek referans olarak alinmistir. OR degerleri ve %95 GA
homozigot karsilastirma modeline (Ornegin GG ile TT) ve dominant modele (Ornegin
GG ile GT+TT) gore hesaplanmistir [117], [118]. p<0,05 olan sonuglar istatistiksel olarak
anlamli  kabul edilmistir ve OR degeri 1’den biylk ise prostat kanseri ile

iliskilendirilmistir.

GG GT IT
Hasta g b c
Kontrel d [ f
GG GT+TT GG+GT_TT
Hasta a b+¢ Hasta a+b c
Kontrol d et+f Kontrol d+¢ f
Dominant model Resesif model

Sekil 2. 2 SNP analiz modelleri [119]

2.2.9.3 Kliniko-patolojik Degiskenlerin SNP’lerle iliskisinin Belirlenmesi

Hasta grubundaki bireylere ait ailede kanser 6ykuisl, ailede prostat kanseri 6ykisd,
sigara kullanimi, alkol kullanimi, hastalik tanisinin konuldugu dénemdeki yas, Gleason
skoru ve PSA degerleri gibi kliniko-patolojik degiskenlerin SNP’lerle iligkisinin
belirlenebilmesi icin ki-kare testi ve Fisher kesinlik testi (Fisher’'s exact test)

kullanilmistir.
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BOLUM 3

SONUGLAR ve TARTISMA

3.1 Prostat Kanseri Tanisinin Yapilmasi ve Calisma Populasyonunun Tanitilmasi

Bakirkdy Dr. Sadi Konuk Egitim ve Arastirma Hastanesi Uroloji Klinigi'ne basvuran
kisilerde prostat kanseri tanisi Prof. Dr. Ali ihsan Tasci ve Asis. Dr. Bugra Dogukan Térer
tarafindan gergeklestirilmistir. Transrektal ultrasonografi esliginde biyopsi ile 83
hastaya, tur-prostat operasyonu (kapal prostat operasyonu) sonrasinda alinan patoloji

orneklerinin incelenmesi ile 2 hastaya prostat kanseri tanisi konulmustur.

Yasin prostat kanseri icin en glicli risk faktort oldugu ve ileri yas erkeklerde prostat
kanseri gorilme sikliginin yiksek oldugu Bolim 1.1.3.2°de agiklanmigtir. Calisma
grubumuzun yas durumlari géz online alindiginda, hasta grubunu olusturan bireylerin
prostat kanseri tanisinin yapildigl zamanki yas ortalamasinin 64 oldugu belirlenmistir.
En gencg hastanin 46 yasinda, en yash hastanin ise 81 yasinda oldugu belirlenmistir.
Prostat kanseri tanisi yeni konmus hastalarin %75’inden fazlasinin 65 yasin Ustiinde
oldugu bilinmektedir. Bu galismaya katilan 39 (%46) hastanin 65 yasinda veya 65 yasin
Uzerinde oldugu, 46 (%54) hastanin ise 65 yasin altinda oldugu saptanmistir. Sekil 3.1-
a’da hasta grubunu olusturan bireylerin 65 yasina gore olusturulan yas ylizdeleri grafigi

gosterilmistir.

Kontrol grubunu olusturan bireylerin c¢alismaya dahil olduklari zamanki vyas
ortalamasinin 56 oldugu hesaplanmistir. Calismaya katilan en gencg bireyin 18 yasinda
en yasl bireyin ise 88 yasinda oldugu belirlenmistir. Kontrol grubundaki 60 kisinin 65

yasin altinda, 30 kisinin ise 65 yasinda veya 65 yasin lzerinde oldugu saptanmistir.
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Kontrol grubunun 65 yasina gore olusturulan yas yuzdesi grafigi Sekil 3.1-b’de
verilmistir. Grafik incelendiginde kontrol grubundaki bireylerin %33’Gnin 65 yasinda

veya 65 yasin lizerinde oldugu goriilmektedir.

B 65 Yas Al B 65YasAlt

M 65 Yasve Uzeri 65 Yasve Uzeri

Sekil 3. 1 Calisma grubunun 65 yasa gore yas dagilim ylizdeleri; a: Hasta, b: Kontrol

Sigara icmenin dolasimdaki hormon diizeylerini etkileyerek veya dogrudan
karsinojenlere maruz kalma ile prostat kanseri riskini arttirabildigi bildirilmistir [120].
Buna gore calisma gruplari sigara icme durumlarina gore incelenmistir. Hastalarda
sigara igenlerin sayisinin 30 (%35) oldugu, kontrol grubuna ait bireylerde ise 36 (%40)
oldugu bildirilmistir (Sekil 3.2).

W Sigaraicen W Sigaraigen

= Sigara icmeyen B Sigaraigmeyen

Sekil 3. 2 Calisma grubuna ait bireylerin sigara icme yiizdeleri; a: Hasta, b: Kontrol

Calismamiza katilan hastalarin 9’u (%11), kontrol grubundaki bireylerin ise 4'G (%4)
alkol kullandig belirtmislerdir. Sekil 3.3’te c¢alisma grubunun alkol kullanma

ylzdelerinin bulundugu grafikler verilmistir.
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B Alkol Kullanan H Alkol Kullanan

= Alkol Kullanmayan m Alkol Kullanmayan

Sekil 3. 3 Calisma grubuna ait bireylerin alkol kullanma yiizdeleri; a: Hasta, b: Kontrol

Gleason skoru prostat kanseri derecelendirmesinde kullanilan énemli bir parametredir.
Gleason skoru 6 veya dislik olan kanserler diisiik dereceli iken Gleason skoru 6’dan
blylk olan kanserlerin orta dereceliden yliksek dereceli kanserlere dogru adlandirildigi
Bolim 1.1.3.2°de aciklanmistir. Buna gore calismamiza katilan prostat kanseri
hastalarinin Gleason skoruna bakildiginda 64 (%77) hastada 6 veya 6’dan diisik oldugu,
19 (%23) hastada ise 6’dan yiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 3.4-a). Gleason skoru en
yuksek olan (Gleason skoru sirasiyla 8, 9 ve 9) li¢ hastanin ikisinde metastatik prostat
kanseri olgusu bulundugu saptanmistir. Calismamiza katilan 85 hastanin ise 3’linde

metastatik prostat kanseri olgusu bildirilmistir.

Calhsmamizda yer alan hastalarin serumdaki PSA dizeyleri incelendiginde hastalarin
69’unda (%84) 10 veya 10 ng/ml’den dusik oldugu, 13’Unde (%16) ise 10 ng/ml’den
yiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 3.4-b).

m<6
m>6

m<10
m>10

Sekil 3. 4 Hasta grubundaki bireylerin a: Gleason skoru, b: serumdaki PSA diizeyi
ylzdeleri

Bu tez c¢alismasina katilan 10 (%12) hastada ailede kanser oykisiiniin oldugu

bildirilmistir. Bunlarin 7’sinde (%8) ailede prostat kanseri hastaliginin oldugu
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belirtilmistir  (Sekil 3.5). 4 hastanin babasinda, 3 hastanin ise erkek
kardesleri/agabeylerinde prostat kanseri olgusu kaydedilmistir.
~
|
= VAR = VAR
YOK YOK

Sekil 3. 5 Hasta grubundaki bireylerin a: ailede kanser 6ykuisu, b: ailede prostat kanseri
oykisi yizdeleri

3.2 Hasta ve Kontrol Orneklerinden izole Edilen DNA’larin Saflik ve Miktar Analizi

Hasta ve kontrol

grubuna ait ornekler T0001’den baslayarak T0175’e kadar

numaralandirilarak kodlanmistir. DNA izolasyonu sonucunda NanoDrop Mikro-Hacim

UV-Vis Spektrofotometre kullanilarak tayin edilen DNA konsantrasyonlari (ng/ul) ve

absorbans degerleri Cizelge 3.1'de verilmistir. Calismamizda izolasyonu tamamlanan

orneklerin g¢ogunluguna ait Ayeo/Azso degerleri 1.7-2.0 arasinda oldugundan DNA

izolasyonu yapilan her bir 6rnek daha sonraki deneysel basamaklarin gerceklestirilmesi

icin galismaya dabhil edilmigtir [109].

Cizelge 3. 1 Calisma grubu orneklerinin DNA konsantrasyonu ve saflik tayini

Ornekler DNA Kons. Az Azgo Azso/Azso
(Unite:ng/ul)
T0001 106,7 2,135 1,177 1,81
T0002 46 0,919 0,516 1,78
T0003 166,6 3,331 1,801 1,85
T0004 43,4 0,868 0,47 1,84
T0005 57 1,139 0,628 1,82
T0006 84,2 1,685 0,967 1,74
T0007 75,7 1,514 0,838 1,81
T0008 63,5 1,271 0,721 1,76
T0009 46,5 0,929 0,535 1,74
T0010 72,9 1,459 0,822 1,78
T0011 77,6 1,553 0,857 1,81
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Cizelge 3. 1 Calisma grubu orneklerinin DNA konsantrasyonu ve saflik tayini (devami)

6rnek|er DNA Kons. Azso Azgo Azao/Azgo
(Unite:ng/ul)

T0053 103,3 2,066 1,104 1,87
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Cizelge 3. 1 Calisma grubu orneklerinin DNA konsantrasyonu ve saflik tayini (devami)

Ornekler

T0055 49,9 0,999 0,553 1,81

T0057

T0059

T0061

T0063

T0065

T0067

T0069

T0071

T0073 78 1,56 0,866 1,8

T0075 53,2 1,063 0,571 1,86

T0077

T0079

T0081

T0083

T0085 30,5 0,61 0,352 1,73

T0087

T0089

T0091

T0093

T0095

DNA Kons.
(Unite:ng/ul)

116,1

105,9

64,6

173,7

60,1

26,9

55,4

30,3

108,2

47

43,2

268,6

78,8

84,8

122,9

95,8

113,7

A260

2,321

2,118

1,293

3,474

1,202

0,538

1,109

0,606

2,163

0,941

0,865

5,372

1,576

1,697

2,457

1,916

2,275

AZBD

1,267

1,192

0,751

1,873

0,645

0,288

0,623

0,344

1,19

0,487

0,472

3,491

0,868

0,961

1,363

1,042

1,235

AZGD/ A280

1,83

1,78

1,72

1,85

1,86

1,87

1,78

1,76

1,82

1,93

1,83

1,54

1,82

1,77

1,8

1,84

47



Cizelge 3. 1 Calisma grubu orneklerinin DNA konsantrasyonu ve saflik tayini (devami)

6rnek|er DNA Kons. Azso Azgo Azao/Azgo
(Unite:ng/ul)

T0137 44,1 0,882 0,508 1,74
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Cizelge 3. 1 Calisma grubu orneklerinin DNA konsantrasyonu ve saflik tayini (devami)

6rnek|er DNA Kons. Azso Azgo Azao/Azgo
(Unite:ng/ul)

T0141 58,3 1,165 0,656 1,78
T0143 99,7 1,995 1,095 1,82
T0145 46,9 0,938 0,526 1,78
T0147 75,6 1,512 0,832 1,82
T0149 30,2 0,604 0,335 1,8

T0151 28,2 0,564 0,289 1,95

T0153 51,1 1,023 0,599 1,71

T0155 22,1 0,442 0,27 1,64

T0157 78,2 1,564 0,83 1,88
T0159 183,1 3,662 1,95 1,88

T0161 38,3 0,767 0,464 1,65

T0163 55,3 1,106 0,596 1,85
T0165 48,8 0,976 0,535 1,82
T0167 34,3 0,685 0,366 1,87
T0169 63,8 1,277 0,695 1,84

T0171 37,5 0,75 0,399 1,88

T0173 64,8 1,297 0,722 1,8

T0175 29,3 0,586 0,328 1,79
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3.3 SNP, Primer ve Uzama Problarin Genomdaki Konumu

Bu tez ¢alismasinda genotiplenen 67 SNP’nin genomdaki konumu, allel, kromozom ve

gen bilgileri [78], [121] ve Cizelge 3.2’de belirtilen diger kaynaklara gére hazirlanmistir.

Cizelge 3. 2 SNP’lerin genomdaki konumu ve allel bilgileri

SNP

Fiziksel

Kromozom

Numarasi Pozisyonu Lokasyonu Genin Sembolii Alleller Kaynak (lar)
rs4242384 128,518,554 8g24.21 Intergenik A/C [83], [84], [86]
rs1859962 69,108,753 17q.24.3 Intergenik G/T [83], [84], [86], [90]
rs651164 160,581,374 6q.25.3 SLC22A1 A/G [84], [86]
rs1016343 128,093,297 8q.24.21 Intergenik Cc/T [83], [86]
rs7130881 68,995,958 119.13.3 Intergenik A/G [84], [86]
rs445114 128,323,181 89.24.21 Intergenik c/T [80], [86]
rs7501939 36,101,156 17912 HNF1B c/T [82], [83], [84], [86]
rs10993994 51,549,496 10q9.11.23 MSMB c/T [82], [83], [85], [86]
rs6983267 128,413,305 8g.24.21 Intergenik G/T [83], [85], [86], [89]
rs1456315 128,103,937 8q.24.21 Intergenik A/G [82], [122]
rs1512268 23,526,463 8p.21.2 NKX3.1 A/G [82], [84], [123]
rs6465657 97,816,327 7q.21.3 LMTK2 Cc/T [83], [84]
rs1447295 128,485,038 8g.24.21 Intergenik LOC727677 A/C [80], [89], [90]
rs16901979 128,124,916 8q.24.21 Intergenik A/C [80], [90]
rs4430796 36,098,040 17q.12 HNF1B A/G [80], [85], [124]
rs5945572 51,229,683 Xp.11.22 NUDT10, NUDT11, A/G [79]
LOC340602

rs721048 63,131,731 2p15 EHBP1 A/G [79]
rs10896449 68,994,667 11q.13.3 Intergenik A/G [85]
rs11199874 123,032,519 10g26.12 Intergenik A/G [91]
rs4775302 46,639,808 15¢21.1 Intergenik A/G [91]
rs9623117 40,452,119 22q13.1 TNRC6B c/T [88]
rs6497287 28,440,287 1513 HERC2 Cc/T [125]
rs3774315 172,231,986 3926 TNFSF10 A/G [125]
rs1571801 124,427,373 9933 DAB2IP A/C [126]
rs3865443 51,537,682 19q13.33 KLK12 G/T [127]
rs4242382 128,517,573 8q.24.21 Intergenik A/G [85]
rs4962416 126,696,872 10g26.13 CTBP2 C/T [85]
rs10486567 27,976,563 7p15.2 JAZF1 A/G [85]
rs13385191 20,888,265 2p24.1 C2o0rf43 A/G [82]
rs12653946 1,895,829 5p15.33 Intergenik c/T [82]
rs1983891 41,536,427 6p21.1 FOXP4 C/T [82]
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Gizelge 3. 2 SNP’lerin genomdaki konumu ve allel bilgileri (devami)

Nursnl\:\tag P;izziisl;soer:u llf;clj(r;(\’/:::::: Genin Sembolii Alleller Kaynak (lar)
rs339331 117,210,052 6qg22.1 GPRC6A-RFX6 C/T [82]
rs9600079 73,728,139 13g22.1 Intergenik G/T [82]
rs9325782 16,090,473 chr:8 MSRI c/T [128]
rs2410373 15,924,506 chr:8 MSRI A/C [128]
rs7210100 47,436,749 17921.33 ZNF652 A/G [87]
rs902774 53,273,904 12q13.13 KRTS, EIF4B, TENC1 A/G [86]
rs2292884 238,443,226 2g37.3 MLPH A/G [86]
rs10934853 128,038,373 3g21.3 Intergenik A/C [80]
rs16902094 128,320,346 8g24.21 Intergenik A/G [80]
rs8102476 38,735,613 19g13.2 Intergenik c/T [80]
rs11228565 68,978,580 11913.3 Intergenik A/G [80]
rs9364554 160,833,664 6025.3 SLC22A3 Cc/T [84]
rs7931342 68,994,497 11913.3 Intergenik G/T [84]
rs2735839 51,364,623 19g13.3 KLK3 A/G [84]
rs1218582 154,834,183 1921.3 KCNN3 c/T [81]
rs1270884 114,685,571 12q24.21 TBX5 Cc/T [81]
rs1894292 74,349,158 4913.3 AFM, RASSF6 A/G [81]
rs1933488 153,441,079 6q25.2 RSG17 A/G [81]
rs2405942 9,814,135 Xp22.2 SHROOM2 A/G [81]
rs2427345 61,015,611 20913.33 GATAS, CABLES2 Cc/T [81]
rs3771570 242,382,864 2937.3 FARP2 C/T [81]
rs4245739 204,518,842 1q32.1 MDM4 A/C [81]
rs6062509 62,362,563 20g13.33 ZGPAT G/T [81]
rs6869841 172,939,426 5qg35.2 BOD1 (FAM44B) c/T [81]
rs7141529 69,126,744 14g24.1 RAD51B C/T [81]
rs7241993 76,773,973 18923 SALL3 Cc/T [81]
rs7611694 113,275,624 39q13.2 SIDT1 A/C [81]
rs8008270 53,372,330 14qg22.1 FERMT2 c/T [81]
rs11135910 25,892,142 8p21.2 EBF2 C/T [81]
rs11568818 102,401,661 11g22.2 MMP7 A/G [81]
rs11650494 47,345,186 17921.32 HOXB13, PRAC, SPOP, A/G [81]
ZNF652

rs11902236 10,117,868 2p25.1 TAF1B, GRHL1 Cc/T [81]
rs12155172 20,994,491 7p15.3 SP8 A/G [81]
rs3096702 32,192,331 6p21.32 NOTCH4 Cc/T [81]
rs3850699 104,414,221 10g24.32 TRIMS8 c/T [81]
rs684232 618,965 17p13.3 VPS53, FAM57A A/G [81]
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Genotiplenen 67 SNP’nin genomdaki yeri ile ilgili dogrulama yapilarak SNP’lerin
bulundugu yaklasik 200 b¢’lik DNA dizileri elde edilmistir. Her bir SNP icin multipleks
PCR’da kullanilan forward ve reverse primerler ile tek baz spesifik uzama problarinin
genom dizisi Gzerindeki konumlari manuel olarak da tespit edilmistir. Boylece yazilimlar
kullanilarak tasarlanan primer ve problarin SNP’nin bulundugu genom dizisi Gzerindeki

konumlari dogrulanmistir.

Cizelge 3.3’de ornek olarak rs902774 nolu SNP’ye ait primer ve uzama probu dizileri
SNP’nin yer aldigi DNA dizisi Uzerinde gosterilmistir. Multipleks PCR primerleri
tasarlanirken her bir amplifikasyon primerinin 5' ucuna genel bir 10-mer etiketi (5'-
ACGTTGGATG-3') eklenmesi gerektigi Bolim 2.2.1.1’de agiklanmistir. Bu nedenle
forward PCR primeri tasarlanirken Cizelge 3.3’de mauvi ile gosterilen dizinin 5' ucuna 10-
mer etiketi eklenerek primerin dizisi 5'ACGTTGGATGAGCAGTTTCTTTCCCTGCTC 3!
olarak elde edilmistir. Cizelge 3.3’de vyesil ile gosterilen dizinin reverse ve
komplementeri alinarak 5' ucuna 10-mer etiketi eklenmis ve reverse PCR primerinin
dizisi 5'ACGTTGGATGCGGGATGGATTTGTGCAAAC3' olarak elde edilmistir. Cizelge
3.3'de gorildigi gibi kirmizi ile gosterilen uzama probu dizisinin 3' ucu SNP’nin

bulundugu bélgenin yanindadir.

Cizelge 3. 3 rs902774 no’lu SNP’nin bulundugu DNA dizisi (Forward PCR primeri mavi
ile gosterilen diziye, reverse PCR primeri yesil ile gosterilen diziye gore tasarlanmistir,
uzama probunun dizisi kirmizi ile gosterilmistir)

Uzunluk

SNP’nin bulundugu DNA dizisi (bg)

5'AGGGAGGATGTAGTGAGGGGGTGGGAGGGTGTGCAGGCTCGGCTTCCAGA | 100 bg
AGCCGGGAGAGCAGTTTCTTTCCCTGCTCCTCTGCTGCCTCCTAGTGGAT[A/G] | [A/G]
TCTGATGTCTCTCCKGTTTGCACAAATCCATCCCGCTTCGGTCAATCCTAGCCGT | 100 bg
CTWGGTGCCCATTCTTCAGAAGTTCAAGCAGGCTGACAGCAGGCT 3!

3.4 Genotipleme Uygulama Sonuglar

MassARRAY TYPER 4.0 genotipleme vyazilimi ile Uzerine PCR Uridni dagitilan

SpectroChip’in analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuclar verilerin analizine olanak
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saglayan yazilimin veritabanina otomatik olarak yiklenmistir. Sekil 3.6’da rs10993994’a
ait genotipleme sonuglari 6rnek olarak gosterilmistir. A’da gosterilen arag¢ (Project
Explorer) genotipleme sonuclarini incelemek icin istenilen assay ve cipin secilmesini
saglamaktadir. B’de gosterilen ara¢ (Traffic Lights) her bir kuyudaki basarili sonug
yuzdesini degerlendirmek igin kullanilmaktadir. Her bir nokta ilgili kuyuya ylklenen
DNA o6rnegini temsil etmektedir. Koyu yesil ve agik yesil noktalar elde edilen verilerin
sirasiyla iyi ve orta kalitede oldugunu belirtirken kirmizi renkli noktalar ise verilerin
zayif oldugunu veya veri elde edilemedigini belirtmektedir. C'de gosterilen aragta
(Cluster Plot) bulunan noktalar dusik katleli, yiksek kitleli ve orta diizeyde kitleli
allellere ait dagilimlari gostermektedir. D’de gosterilen aragta (Spectrum) analite ait
sinyaller ile genotip ve kitle dagilimini gosteren spektrumlar yer almaktadir. E'de
gosterilen aragta ise her bir kuyuda bulunan SNP’ler igin genotipleme verileri

(genotipler, uzama reaksiyonu trinlerinin dizileri) detayh olarak yer almaktadir.

Sekil 3.7’de ise rs9623117 igin bir spektrum ornegi gosterilmistir. Bu SNP igin
tasarlanan uzama primerinin 5060,3 Da oldugu; tek baz uzama reaksiyonu sonucunda
diziye C veya T alleli dahil olursa sirasiyla 5347,5 veya 5331,5 Daltonluk dizilerin elde
edilecegi bilinmektedir. Sekil 3.7°da A, B ve Cile gosterilen dikey gizgiler rs9623117 igin
incelenmesi gereken degerleri isaret etmektedir. A ile gbsterilen pik 5347,5 Daltona
tekabul etmekte olup C allelinin varhgini géstermektedir. Buna karsilik 5331,5 Da igin
pik olusumu gozlenmediginden T allelinin var olmadig anlasiimaktadir (B).
Baglanmamis uzama primerlerinin (UEP:Unextended Extend Primers) de beklenen
kitle degerinde oldugu gorilmektedir (C). Spektrumda yer alan distk yogunluktaki
diger pikler multipleks reaksiyondaki diger SNP’lere ait baglanmamis uzama

primerlerini ve allelleri gostermektedir.
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Sekil 3. 6 rs10993994 icin MassARRAY TYPER 4.0 genotipleme sonucu érnegi



9623117

dian
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5050 5100 5150 5200 5250 5300 5350

C Mass B A

Sekil 3. 7 rs9623117 icin spektrum 6rnegi (A:C alleli, B:T alleli C:UEP)

3.5 istatistik Analizler

3.5.1 Hardy Weinberg Dengesi Testi Sonuglari

67 SNP’den rs11135910, rs11902236, rs445114, rs721048, rs6497287 ve rs6983267
polimorfizmlerinin genotipleri icin Hardy Weinberg dengesinden sapma oldugu
belirlenmistir (p<0,05) (Cizelge 3.4). Cizelge 3.4 incelendiginde 6 SNP icin de homozigot
genotiplerin gozlenen degerlerinin beklenenden fazla oldugu; heterozigot genotiplerin
gozlenen degerlerinin ise beklenenden az oldugu gorilmektedir.

Hardy Weinberg dengesinden sapmalar genotipleme hatalari icin bir marker olarak
kullanilmaktadir [129]. Bununla birlikte, Hardy Weinberg dengesinde olan bir
populasyonun sinirsiz sayida bireyden olustugu varsayilmaktadir [130]. Analizin sinirh
sayida bireyle yapilmasi bir rnekleme hatasini da dikkate almamizi zorunlu kilmaktadir

[131].
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Gizelge 3. 4 Hardy Weinberg testi sonuglari

SNP’ler Genotipler Gozlenen Beklenen Ki kare P degeri
cC 135 131,16
rs11135910 CT 33 40,69 6,25 0,012
1T 7 3,16
cC 90 83,45
rs11902236 CT 61 74,10 5,44 0,020
TT 23 16,45
TT 58 50,63
rs445114 TC 69 83,74 5,24 0,022
cC 42 34,63
GG 127 122,70
rs721048 GA 34 42,60 6,89 0,009
AA 8 3,70
1T 128 126,04
rs6497287 TC 19 22,92 4,38 0,036
cC 3 1,04
GG 55 48,46
rs6983267 GT 71 84,07 4,09 0,043
1T 43 36,46

lliskilendirme calismalarinda, fenotipler ile SNP iliskisi analiz edilmeden énce genellikle
her bir SNP’nin HWE test edilmektedir [129]. Geleneksel olarak, HWE'den belirgin bir
sekilde sapma gosteren SNP’ler ileri analizler yapilmadan ¢alismadan cikarilmaktadir
[130]. Ancak rs11135910 [81], rs11902236 [81], rs445114 [80], [86], rs721048 [79],
rs6497287 [125] ve rs6983267 [83], [86] daha 6nce yapilan genom boyu iliskilendirme
calismalarinda HWE acisindan test edildigi ve HWE’den sapma gostermedigi icin bu tez
calismasinda nasil bir farkhlik olusabilecegini test etmek icin s6zkonusu SNP’ler tez
calismasina dahil edilerek analizleri gerceklestirilmistir. Bu SNP’ler icin istatistiksel

olarak anlamli bir sonug elde edilememistir.

3.5.2 Prostat Kanseri ile SNP’lerin iliskilendirilmesi

3.5.2.1 Prostat Kanseri ile SNP Allellerinin iliskilendirilmesi

Analizleri tamamlanan 67 SNP’den 7 tanesi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). Bunlardan rs1016343, rs1456315, rs10896449, rs3771570, rs7141529 ve
rs684232 varyantlarinin en yiksek OR degerleri ile istatistiksel olarak prostat kanseri
riski ile belirgin bir sekilde iliskili oldugu belirlenmistir. istatistiksel olarak belirgin bir
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sekilde

anlaml

oldugu

tespit

edilen

rs2427345 prostat

kanseri

riski ile

iliskilendirilmemistir. 60 SNP’ye ait p degerleri 0,05’ten biylk oldugu icin istatistiksel

olarak anlamli bulunmamistir. Cizelge 3.5’te her bir SNP’deki allel frekanslari, OR ve p

degerleri verilmistir.

Cizelge 3. 5 SNP allellerinin prostat kanseri ile iliskilendirilmesinin sonuglari

SNP 1. Allelin Frekansi | 2. Allelin Frekansi Minor allelin Yaygin
allele gore
rs numarasi 1. Allel 2. Allel Hasta Kontrol Hasta Kontrol OR (%95 GA) p degeri
rs339331 T C 0,762 0,733 0,238 0,267 0,86 (0,52-1,40) 0,536
rs445114 T C 0,556 0,540 0,444 0,460 0,94 (0,61-1,44) 0,771
rs651164 A G 0,357 0,328 0,643 0,672 1,14 (0,73-1,77) 0,564
rs721048 G A 0,866 0,839 0,134 0,161 1,03 (0,55-1,94) 0,932
rs902774 G A 0,793 0,862 0,207 0,138 1,62 (0,75-3,51) 0,220
rs1016343 C T 0,735 0,841 0,265 0,159 1,91 (1,12-3,26) 0,017
rs1447295 C A 0,917 0,928 0,083 0,072 1,17 (0,53-2,56) 0,699
rs1456315 A G 0,517 0,309 0,483 0,691 2,40 (1,22-4,72) 0,011
rs1512268 A G 0,500 0,444 0,500 0,556 1,25 (0,82-1,92) 0,296
rs1571801 C A 0,805 0,756 0,195 0,244 0,75 (0,45-1,25) 0,272
rs1983891 C T 0,805 0,727 0,195 0,273 0,65 (0,39-1,08) 0,093
rs2292884 A G 0,732 0,738 0,268 0,262 1,03 (0,64-1,68) 0,890
rs2410373 A C 0,506 0,562 0,494 0,438 1,25 (0,82-1,92) 0,305
rs2735839 G A 0,792 0,772 0,208 0,228 0,89 (0,54-1,49) 0,661
rs3774315 A G 0,599 0,648 0,401 0,352 1,23 (0,79-1,91) 0,353
rs3865443 G T 0,744 0,678 0,256 0,322 0,72 (0,45-1,15) 0,174
rs4242382 A G 0,098 0,052 0,902 0,948 1,96 (0,84-4,56) 0,120
rs4242384 A C 0,905 0,944 0,095 0,056 1,79 (0,79-4,06) 0,164
rs4430796 G A 0,409 0,489 0,591 0,511 0,72 (0,47-1,11) 0,138
rs4775302 A G 0,587 0,557 0,413 0,443 0,88 (0,57-1,37) 0,580
rs4962416 T C 0,988 0,983 0,012 0,017 0,69 (0,11-4,21) 0,692
rs5945572 A G 0,357 0,289 0,643 0,711 1,37 (0,87-2,15) 0,174
rs6465657 C T 0,544 0,483 0,456 0,517 1,28 (0,83-1,96) 0,266
rs6497287 T C 0,933 0,904 0,067 0,096 0,67 (0,29-1,58) 0,365
rs6983267 G T 0,543 0,528 0,457 0,472 0,94 (0,61-1,45) 0,785
rs7130881 A G 0,815 0,869 0,185 0,131 1,51 (0,84-2,73) 0,170
rs7210100 G A 1,000 1,000 0,000 0,000 1,09 (0,02-55,06) 0,967
rs7501939 C T 0,675 0,609 0,325 0,391 0,75 (0,48-1,18) 0,211
rs7931342 G T 0,583 0,500 0,417 0,500 0,71 (0,47-1,09) 0,119
rs8102476 T C 0,476 0,466 0,524 0,534 1,04 (0,68-1,59) 0,853
rs9325782 T C 0,994 0,972 0,006 0,028 0,21 (0,02-1,84) 0,159
rs9364554 C T 0,774 0,812 0,226 0,188 1,26 (0,75-2,14) 0,386
rs9600079 G T 0,582 0,512 0,418 0,488 0,75 (0,49-1,16) 0,200
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Cizelge 3. 5 SNP allellerinin prostat kanseri ile iliskilendirilmesinin sonuglari (devami)

SNP 1. Allelin Frekansi | 2. Allelin Frekansi Minor allelin Yaygin
allele gore

rs numarasi 1. Allel 2. Allel Hasta Kontrol Hasta Kontrol OR (%95 GA) p degeri
rs9623117 T C 0,744 0,733 0,256 0,267 0,95 (0,59-1,53) 0,820
rs10486567 G A 0,679 0,683 0,321 0,317 1,02 (0,65-1,60) 0,924
rs10896449 G A 0,574 0,466 0,426 0,534 1,54 (1,00-2,37) 0,047
rs10934853 C A 0,698 0,642 0,302 0,358 0,78 (0,49-1,23) 0,279
rs10993994 T C 0,555 0,489 0,445 0,511 1,30 (0,85-1,99) 0,222
rs11199874 G A 0,698 0,744 0,302 0,256 1,26 (0,78-2,03) 0,338
rs11228565 G A 0,744 0,807 0,256 0,193 1,44 (0,86-2,41) 0,167
rs12653946 C T 0,487 0,517 0,513 0,483 1,13 (0,73-1,73) 0,586
rs13385191 A G 0,625 0,583 0,375 0,417 0,84 (0,55-1,29) 0,427
rs16901979 C A 0,920 0,953 0,080 0,047 1,79 (0,72-4,44) 0,210
rs16902094 A G 0,860 0,852 0,140 0,148 0,94 (0,51-1,73) 0,844
rs1218582 C T 0,641 0,572 0,359 0,428 0,75 (0,49-1,15) 0,187
rs1270884 T C 0,547 0,511 0,453 0,489 0,87 (0,57-1,32) 0,501
rs1894292 G A 0,547 0,528 0,453 0,472 0,93 (0,61-1,41) 0,718
rs1933488 A G 0,518 0,506 0,482 0,494 0,95 (0,63-1,45) 0,821
rs2405942 A G 0,788 0,789 0,212 0,211 1,02 (0,61-1,70) 0,942
rs2427345 C T 0,700 0,561 0,300 0,439 0,55 (0,35-0,85) 0,007
rs3771570 C T 0,851 0,922 0,149 0,078 2,07 (1,04-4,14) 0,039
rs4245739 A C 0,702 0,685 0,298 0,315 0,92 (0,58-1,46) 0,732
rs6062509 T G 0,682 0,722 0,318 0,278 1,21 (0,76-1,91) 0,415
rs6869841 C T 0,738 0,767 0,262 0,233 1,17 (0,72-1,90) 0,537
rs7141529 (¢ T 0,500 0,617 0,500 0,383 1,61 (1,05-2,46) 0,029
rs7241993 C T 0,720 0,700 0,280 0,300 0,91 (0,57-1,44) 0,678
rs7611694 A C 0,631 0,578 0,369 0,422 0,80 (0,52-1,23) 0,311
rs8008270 C T 0,788 0,833 0,212 0,167 1,34 (0,78-2,30) 0,282
rs11135910 C T 0,876 0,856 0,124 0,144 0,83 (0,45-1,55) 0,567
rs11568818 A G 0,482 0,517 0,518 0,483 1,15 (0,75-1,75) 0,521
rs11650494 G A 0,894 0,900 0,106 0,100 1,07 (0,53-2,12) 0,856
rs11902236 C T 0,726 0,661 0,274 0,339 0,74 (0,46-1,16) 0,189
rs12155172 G A 0,759 0,839 0,241 0,161 1,65 (0,97-2,81) 0,063
rs3096702 C T 0,735 0,789 0,265 0,211 1,35 (0,82-2,21) 0,239
rs3850699 T C 0,771 0,722 0,229 0,278 0,77 (0,48-1,26) 0,300

rs684232 A G 0,612 0,717 0,388 0,283 1,61 (1,03-2,51) 0,038

rs1016343 icin kontrol ve hasta grubundaki allel dagilimlari incelendiginde C allelinin
frekansinin T allelininkinden daha yliksek oldugu belirlenmistir. Minor allelin yaygin

allele goére OR degeri 1,91 (%95 GA=1,12-3,26) ve p degeri ise 0,017 olarak
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hesaplanmistir (p<0,05) (Cizelge 3.5). Sonuc olarak calisma grubumuzda rs1016343 T

allelinin prostat kanseri riski ile iliskili oldugu belirlenmistir.

2008 yilinda Avrupali toplumda 1,854 prostat kanseri hastasi ve 1,894 kontrol ile
yapilan genom boyu iliskilendirme c¢alismasinda rs1016343 polimorfizmi prostat
kanseri ile iliskilendirilmistir (OR=1,37; p=1x10"7) [83]. 2010 yilinda Zheng ve
arkadaslarinin 288 hasta ve 155 kontrolden olusan Cinli populasyonu ile yapmis oldugu
calismada rs1016343 polimorfizminin prostat kanseri riski ile iligkili oldugu bildirilmistir
(OR=2.07; %95 GA=1.35-3.20; p=9.4x10") [131]. 2011 yilinda Avrupal toplumdan
2,782 hasta ve 4,458 kontrol ile yapilan bir diger genom boyu iliskilendirme
calismasinda rs1016343 polimorfizminin prostat kanseri ile iliskili oldugu rapor
edilmistir (OR=1,31; %95 GA=1.20-1.42; p=4x10'10) [86]. 2012 yilinda Danimarkali 648
hasta ve 526 kontrolden olusan calisma populasyonunda bazi SNP’lerin prostat kanseri
ile iliskisi arastirilmis ve rs1016343 polimorfizmi ile prostat kanseri riski
iliskilendirilmistir (OR=1.25; %95 GA=1.03-1.53; p=0.02) [132]. Xu ve arkadaslari (2009)
868 hasta ve 878 kontrolden olusan Afrikali Amerikali bireylerde icerisinde
rs1016343’iin de oldugu 20 farkli SNP’nin prostat kanseri ile iligkisini arastirmistir ve
rs1016343 prostat kanseri ile iligkilendirilememistir (OR=1.16; %95 GA=0.99-1.37;
p=0.071) [133].

rs1016343 polimorfizmi 8q24.21’'de yer almaktadir. 8q24.21’de yer alan polimorfizmler
¢ok sayida calismada prostat kanseri ile iliskilendirilmistir [79], [80], [82], [83],
[84],[85], [86], [89], [122], [123].

Eeles ve arkadaslarinin 2013 yilinda yayinladiklari ¢alismada 211,115 SNP iceren
llumina array kullanilarak Avrupal toplumdan 25,074 hasta ve 24,272 kontrolde
genotipleme yapilmis ve 23 yeni SNP’nin prostat kanseri ile iliskili oldugu bildirilmistir
[81]. Bu SNP’ler, bu tez ¢alismsina dahil edilmis ve 22 tanesinin genotiplemesi yapilarak
rs3771570, rs7141529 ve rs684232'nin prostat kanseri ile iliskili oldugu belirlenmistir.
Kontrol ve hasta grubundaki rs3771570 allel dagilimlari incelendiginde C allelinin
frekansinin T allelininkinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Minor allelin yaygin
allele goére OR degeri 2,07 (%95 GA=1,04-4,14) ve p degeri ise 0,039 olarak

hesaplanmistir (Cizelge 3.5). rs7141529 icin de benzer sekilde C allelinin frekasinin T
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allelininkinden daha ylksek oldugu saptanmistir. OR degerinin 1,61 (%95 GA=1,05-
2,46) oldugu belirlenmistir (p=0,029) (Cizelge 3.5). rs684232 icin yaygin allelin A, nadir
allelin ise G oldugu belirlenmistir. OR degeri 1,61 (%95 GA=1,03-2,51), p degeri ise
0,038 olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.5). Eeles ve arkadaslari (2013) rs3771570,
rs7141529 ve rs684232 icin mindr allele gore hesapladiklari OR degerlerinin sirasiyla
1.12 (%95 GA=1.08-1.17), 1.09 (%95 GA=1.06-1.12) ve 1.10 (%95 GA=1.07-1.14)

oldugunu bildirmislerdir [81].

rs7141529 polimorfizmi 14924’te RAD51B geninin en uzun izoformunun son
intronunda yer almaktadir. RAD51 ailesi Uyelerinin homolog rekombinasyon yoluyla
cift iplikgikli DNA kiriklarinin tamirinde gorev aldigi ve potansiyel olarak onkogenik
oldugu bildirilmistir [81]. rs3771570 polimorfizmi 2q37.3’te FARP2 geninde yer
almaktadir [81]. 2g37.3 daha once vyapilan calismalarda prostat kanseri ile
iliskilendirilmistir [86], [134], [135]. rs684232 polimorfizminin 17p13.3’te yer aldig ve
aday genlerin VPS53 ve FAM57A oldugu bildirilmistir [81].

rs1456315 polimorfizminin ¢alisma grubumuzdaki allel dagilimlari incelendiginde
kontrol grubunda G allelinin frekansinin A allelinin frekansina gére daha yliksek oldugu
bulunmustur. Minor allelin yaygin allele gore hesaplanan OR degerinin 2,40 (%95
GA=1,22-4,72) ve p degerinin 0,011 oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.5). Takata ve
arkadaslari 2010 yilinda yayinladiklari ¢alismada, 4,584 hasta ve 8,801 kontrolden
olusan Japon populasyonunda rs1456315 polimorfizminin prostat kanseri ile iliskili
oldugunu bildirmistir [82]. Benzer sekilde, 4,484 hasta ve 8,934 kontrolden olusan Cinli
populasyonu ile yapilan c¢alismada rs1456315 polimorfizmi prostat kanseri ile

iliskilendirilmistir [122]. rs1456315 polimorfizmi de 8q24.21’de yer almaktadir.

rs10896449 polimorfizminin kontrol grubundaki A allelinin frekansinin G allelininkine
gore daha yiksek oldugu tespit edilmistir. Mindr allelin yaygin allele gbre hesaplanan
OR degerinin 1,54 (%95 GA=1,00-2,37) ve p degerinin 0,047 oldugu saptanmistir
(Cizelge 3.5).

2008 yilinda, Avrupa kokenli 1,172 prostat kanseri hastasi ve 1,157 kontrolden olusan
genom bovyu iliskilendirme calismasinda rs10896449 polimorfizmi prostat kanseri ile

iliskilendirilmistir (OR=1,1; %95 GA=0,98-1,23; p=2x10") [85]. 2012 yilinda Danimarkali
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648 hasta ve 526 kontrolden olusan galisma populasyonunda rs10896449 polimorfizmi
ile prostat kanseri riski iliskilendirilmistir (OR=1.25; %95 GA=1.06-1.48; p=0.01) [132].
Wang ve ark. (2011) Afrikali Amerikali bireylerden olusan ve 127 prostat kanseri hastasi
ile 345 kontrol iceren galismalarinda 24 SNP’nin prostat kanseri ile iligskisini arastirmis,
rs10896449 polimorfizmi ile prostat kanseri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski
tespit etmemistir (OR=0,98; %95 GA=0,73-1,34; p=0,90) [136]. rs10896449
polimorfizmi 11g13.3’te intergenik bolgede yer almaktadir ve kendisine en yakin gen
olan MYEOQOV geni 67 kilobaz yakininda bulunmaktadir. MYEOV geninin ekspresyonu
coklu miyelom hastalg ile iliskilendirilmistir. MYEOV geninin prostat kanseri riski ile

ilgili roliniin olup olmadigi heniz bilinmemektedir [137], [138].

3.5.2.2 Prostat Kanseri ile SNP Genotiplerinin iliskilendirilmesi

Gahsilan 67 SNP’nin yalnizca 1 tanesine (rs1859962) ait genotipleme verileri
alinamamistir. Bununla birlikte rs902774 ve rs1456315 icin yaklasik 6érneklerin yarisina
ait genotipleme verileri elde edilememistir (Cizelge 3.6). Bu durumun multipleks
PCR’da primer ciftlerinin SNP’nin bulundugu bolgeye baglanamayisindan kaynakl

olabilecegi sonucuna varilmigtir.

rs7210100 polimorfizmi igin hasta ve kontrol grubundaki butin bireylerde GG
genotipinin bulundugu, AA genotipinin ise gozlenmedigi belirlenmistir (Cizelge 3.6).
Bununla birlikte Haiman ve ark. (2011) Afrikali Amerikali olan 3,425 hasta ve 3,290
kontrolden olusan calismalarinda rs7210100 polimorfizmini prostat kanseri riski ile

iliskilendirmislerdir [87].

Elde edilen bulgulara gore yapilan analizlerin rs1016343, rs1983891, rs3865443,
rs7931342, rs1218582, rs2427345, rs7141529, rs684232 icin istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlenmistir. Bunlardan rs1016343, rs7141529 ve rs684232 icin hesaplanan

OR degerleri 1’den bulylik oldugu icin prostat kanseri ile iliskilendirilmistir (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3. 6 SNP genotiplerinin prostat kanseri ile iliskilendirilmesinin sonuglari

SNP Birey sayisi Genotip Hasta Kontrol OR (%95 GA) p degeri

rs339331 Hasta: 82 T 48 (0,585) 48 (0,545) Referans
Kontrol: 88 TC 29 (0,354) 33 (0,375) 0,88 (0,46-1,67) 0,692
cc 5(0,061) 7 (0,080) 0,71 (0,21-2,41) 0,587
TC+CC 34 (0,415) 40 (0,455) 0,85 (0,46-1,56) 0,600

rs445114 Hasta: 81 T 28 (0,346) 30(0,341) Referans
Kontrol: 88 TC 34 (0,420) 35(0,398) 1,04 (0,52-2,09) 0,911
cc 19 (0,234) 23 (0,261) 0,89 (0,40-1,96) 0,764
TC+CC 53 (0,654) 58 (0,659) 0,98 (0,52-1,85) 0,948
rs651164 Hasta: 84 AA 14 (0,167) 8 (0,089) 1,80 (0,68-4,77) 0,240
Kontrol: 90 AG 32 (0,381) 43 (0,478) 0,76 (0,40-1,45) 0,409

GG 38 (0,452) 39 (0,433) Referans
AA+AG 46 (0,548) 51 (0,567) 0,93 (0,51-1,68) 0,800

rs721048 Hasta: 82 GG 62 (0,756) 65 (0,747) Referans
Kontrol: 87 AG 18 (0,220) 16 (0,184) 1,18 (0,22-2,51) 0,670
AA 2 (0,024) 6 (0,069) 0,35 (0,07-1,80) 0,208
AG+AA 20 (0,244) 22 (0,253) 0,95 (0,47-1,92) 0,893

rs902774 Hasta: 46 GG 28 (0,609) 35 (0,745) Referans
Kontrol: 47 AG 17 (0,369) 11 (0,234) 1,93 (0,78-4,78) 0,154
AA 1(0,022) 1(0,021) 1,25 (0,07-20,89) 0,877
AG+AA 18 (0,391) 12 (0,255) 1,87 (0,77-4,54) 0,163

rs1016343 Hasta: 81 cc 44 (0,543) 61 (0,693) Referans
Kontrol: 88 TC 31(0,383) 26 (0,296) 1,65 (0,86-3,16) 0,129
TT 6 (0,074) 1(0,011) 8,32 (0,97-71,57) 0,054
TC+TT 37 (0,457) 27 (0,307) 1,90 (1,01-3,57) 0,046

rs1447295 Hasta: 84 cCc 71 (0,845) 77 (0,856) Referans
Kontrol: 90 CA 12 (0,143) 13 (0,144) 1,00 (0,43-2,34) 0,998
AA 1(0,012) 0 (0,000) 3,25 (0,13-81,12) 0,472
CA+AA 13 (0,155) 13 (0,144) 1,08 (0,47-2,50) 0,849
rs1456315 Hasta: 29 AA 15 (0,517) 14 (0,298) 2,45 (0,94-6,41) 0,068
Kontrol: 47 AG 0 (0,000) 1(0,021) 0,75 (0,03-19,46) 0,861

GG 14 (0,483) 32 (0,681) Referans
AA+AG 15 (0,517) 15 (0,319) 2,29 (0,88-5,92) 0,089
rs1512268 Hasta: 84 AA 19 (0,226) 18 (0,202) 1,56 (0,65-3,71) 0,319
Kontrol: 89 AG 46 (0,548) 43 (0,483) 1,58 (0,77-3,22) 0,212

GG 19 (0,226) 28 (0,315) Referans
AA+AG 65 (0,774) 61 (0,685) 1,57 (0,80-3,10) 0,193

rs1571801 Hasta: 82 cC 51(0,622) 52 (0,578) Referans
Kontrol: 90 CA 30 (0,366) 32(0,355) 0,96 (0,51-1,80) 0,888
AA 1(0,012) 6 (0,067) 0,17 (0,02-1,46) 0,106
CA+AA 31(0,378) 38 (0,422) 0,83 (0,45-1,53) 0,555

rs1983891 Hasta: 82 cC 52 (0,634) 50 (0,568) Referans
Kontrol: 88 TC 28 (0,342) 28 (0,318) 0,96 (0,50-1,85) 0,906
TT 2 (0,024) 10 (0,114) 0,19 (0,04-0,92) 0,039
TC+TT 30 (0,366) 38 (0,432) 0,76 (0,41-1,40) 0,381

rs2292884 Hasta: 82 AA 45 (0,549) 48 (0,558) Referans
Kontrol: 86 AG 30 (0,366) 31(0,361) 1,03 (0,54-1,97) 0,923
GG 7 (0,085) 7 (0,081) 1,07 (0,35-3,28) 0,910
AG+GG 37(0,451) 38(0,442) 1,04 (0,57-1,91) 0,903
rs2410373 Hasta: 81 AA 21 (0,259) 28 (0,315) Referans 0,595
Kontrol: 89 AC 40 (0,494) 44 (0,494) 1,21 (0,60-2,46) 0,304
cc 20 (0,247) 17 (0,191) 1,57 (0,66-3,70) 0,427

AC+CC 60 (0,741) 61 (0,685) 1,31 (0,67-2,56)

rs2735839 Hasta: 84 GG 54 (0,643) 54 (0,600) Referans
Kontrol: 90 AG 25 (0,298) 31(0,344) 0,81 (0,42-1,54) 0,515
AA 5 (0,059) 5 (0,056) 1,00 (0,27-3,65) 1,000
AG+AA 30 (0,357) 36 (0,400) 0,83 (0,45-1,54) 0,561

rs3774315 Hasta: 81 AA 28 (0,346) 35 (0,398) Referans
Kontrol: 88 AG 41 (0,506) 44 (0,500) 1,16 (0,61-2,24) 0,648
GG 12 (0,148) 9(0,102) 1,67 (0,61-4,52) 0,315
AG+AA 53 (0,654) 53 (0,602) 1,25 (0,67-2,34) 0,485
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Cizelge 3. 6 SNP genotiplerinin prostat kanseri ile iliskilendirilmesinin sonuglari

(devami)
SNP Birey sayisi Genotip Hasta Kontrol OR (%95 GA) p degeri

rs3865443 Hasta: 84 GG 48 (0,571) 39 (0,433) Referans
Kontrol: 90 GT 29 (0,345) 44 (0,489) 0,54 (0,28-1,01) 0,052
T 7 (0,084) 7 (0,078) 0,81 (0,26-2,51) 0,719
GT+TT 36 (0,429) 51 (0,567) 0,57 (0,31-1,05) 0,070
rs4242382 Hasta: 82 AA 1(0,012) 0 (0,000) 3,44 (0,14-85,98) 0,451
Kontrol: 86 AG 14 (0,171) 9(0,105) 1,79 (0,73-4,39) 0,205

GG 67 (0,817) 77 (0,895) Referans
AA+AG 15 (0,183) 9(0,105) 1,92 (0,79-4,66) 0,152

rs4242384 Hasta: 84 AA 69 (0,821) 80 (0,889) Referans
Kontrol: 90 AC 14 (0,167) 10 (0,111) 1,62 (0,68-3,89) 0,277
cC 1(0,012) 0 (0,000) 3,47 (0,14-86,68) 0,448
AC+CC 15 (0,179) 10 (0,111) 1,74 (0,73-4,12) 0,209
rs4430796 Hasta: 82 GG 14 (0,171) 20(0,227) 0,53 (0,22-1,28) 0,158
Kontrol: 88 AG 39 (0,475) 46 (0,523) 0,64 (0,32-1,29) 0,216

AA 29 (0,354) 22 (0,250) Referans
GG+AG 53 (0,646) 66 (0,750) 0,61(0,31-1,18) 0,142

rs4775302 Hasta: 80 AA 28 (0,350) 26 (0,299) Referans
Kontrol: 87 AG 38 (0,475) 45 (0,517) 0,78 (0,39-1,56) 0,488
GG 14 (0,175) 16 (0,184) 0,81 (0,33-1,99) 0,649
AG+GG 52 (0,650) 61 (0,701) 0,79 (0,41-1,52) 0,481
rs4962416 Hasta: 85 T 83(0,976) 87 (0,978) Referans 0,549
Kontrol: 89 TC 2(0,024) 1(0,011) 2,10 (0,19-23,56) 0,521
cc 0 (0,000) 1(0,011) 0,35 (0,01-8,70) 0,963

TC+CC 2 (0,024) 2(0,022) 1,05 (0,14-7,61)

rs5945572 Hasta: 84 AA 30 (0,357) 26 (0,289) 1,37 (0,72-2,59) 0,336

Kontrol: 90 GG 54 (0,643) 64 (0,711) Referans
rs6465657 Hasta: 80 cc 26 (0,325) 17 (0,193) 1,60 (0,67-3,88) 0,286
Kontrol: 88 TC 35(0,438) 51 (0,580) 0,72 (0,34-1,55) 0,402

T 19 (0,237) 20 (0,227) Referans
TC+CC 61 (0,762) 68 (0,772) 0,94 (0,46-1,93) 0,875

rs6497287 Hasta: 67 T 59 (0,881) 69 (0,831) Referans
Kontrol: 83 TC 7 (0,104) 12 (0,145) 0,68 (0,25-1,84) 0,451
cc 1 (0,015) 2 (0,024) 0,58 (0,05-6,61) 0,665
TC+CC 8(0,119) 14 (0,169) 0,67 (0,26-1,70) 0,398

rs6983267 Hasta: 81 GG 29 (0,358) 26 (0,295) Referans
Kontrol: 88 GT 30 (0,370) 41 (0,466) 0,66 (0,32-1,33) 0,243
1 22(0,272) 21(0,239) 0,94 (0,42-2,09) 0,878
GT+TT 52 (0,642) 62 (0,705) 0,75 (0,39-1,43) 0,386

rs7130881 Hasta: 81 AA 55 (0,679) 66 (0,750) Referans
Kontrol: 88 AG 22 (0,272) 21 (0,239) 1,26 (0,63-2,52) 0,520
GG 4 (0,049) 1(0,011) 4,80 (0,52-44,21) 0,166
AG+GG 26 (0,321) 27 (0,250) 1,42 (0,72-2,77) 0,308

rs7210100 Hasta: 81 GG 81 (1,000) 88 (1,000) Referans
Kontrol: 88 AA 0 (0,000) 0 (0,000) 1,09 (0,02-55,36) 0,967

rs7501939 Hasta: 80 cc 36 (0,450) 31 (0,356) referans
Kontrol: 87 TC 36 (0,450) 44 (0,506) 0,70 (0,37-1,35) 0,292
TT 8(0,100) 12 (0,138) 0,57 (0,21-1,58) 0,284
TC+TT 44 (0,550) 56 (0,644) 0,68 (0,36-1,26) 0,218

rs7931342 Hasta: 84 GG 32(0,381) 22 (0,244) Referans
Kontrol: 90 GT 34 (0,405) 46 (0,512) 0,51 (0,25-1,02) 0,058
TT 18 (0,214) 22 (0,244) 0,56 (0,25-1,29) 0,172
GT+TT 52 (0,619) 68 (0,756) 0,53 (0,27-1,01) 0,053
rs8102476 Hasta: 83 T 21 (0,253) 16 (0,182) 1,15 (0,49-2,75) 0,744
Kontrol: 88 TC 37 (0,446) 50 (0,568) 0,65 (0,32-1,33) 0,238

ccC 25 (0,301) 22 (0,250) Referans
TC+TT 58 (0,698) 66 (0,75) 0,773 (0,39-1,52) 0,454

rs9325782 Hasta: 81 T 80 (0,988) 83(0,943) Referans
Kontrol: 88 TC 1(0,012) 5 (0,057) 0,21 (0,02-1,81) 0,155
cc 0 (0,000) 0 (0,000) 1,04 (0,02-52,91) 0,985
TC+CC 1(0,012) 5(0,057) 0,21 (0,02-1,81) 0,155
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Cizelge 3. 6 SNP genotiplerinin prostat kanseri ile iligkilendirilmesinin sonuglari

(devami)
SNP Birey sayisi Genotip Hasta Kontrol OR (%95 GA) p degeri

rs9364554 Hasta: 82 cC 50 (0,610) 57 (0,648) Referans
Kontrol: 88 TC 27 (0,329) 29 (0,329) 1,06 (0,56-2,03) 0,857
T 5(0,061) 2 (0,023) 2,85 (0,53-15,34) 0,223
TC+TT 32 (0,390) 31(0,352) 1,18 (0,63-2,19) 0,609

rs9600079 Hasta: 79 GG 25 (0,316) 25 (0,294) Referans
Kontrol: 85 GT 42(0,532) 37 (0,435) 1,14 (0,56-2,31) 0,726
T 12 (0,152) 23(0,271) 0,52 (0,21-1,27) 0,152
GT+TT 54 (0,684) 60 (0,706) 0,90 (0,46-1,75) 0,756

rs9623117 Hasta: 84 T 46 (0,547) 50 (0,555) Referans
Kontrol: 90 TC 33 (0,393) 32 (0,356) 1,12 (0,60-2,10) 0,722
cC 5 (0,060) 8 (0,089) 0,68 (0,21-2,23) 0,523
TC+CC 38 (0,453) 40 (0,445) 1,03 (0,57-1,88) 0,916

rs10486567 Hasta: 84 GG 38 (0,452) 44 (0,489) Referans
Kontrol: 90 AG 38 (0,452) 35 (0,389) 1,26 (0,69-2,36) 0,479
AA 8(0,096) 11 (0,122) 0,84 (0,31-2,31) 0,739
AG+AA 46 (0,548) 46 (0,511) 1,16 (0,64-2,10) 0,630
rs10896449 Hasta: 81 GG 30 (0,370) 18 (0,204) 2,22 (0,95-5,18) 0,06
Kontrol: 88 AG 33 (0,408) 46 (0,523) 0,96 (0,45-0,04) 0,908

AA 18 (0,222) 24 (0,273) Referans
AG+GG 63 (0,777) 64 (0,727) 1,31 (0,65-2,65) 0,448

rs10934853 Hasta: 81 cc 38 (0,469) 36 (0,409) Referans
Kontrol: 88 AC 37 (0,457) 41 (0,466) 0,85 (0,45-1,62) 0,629
AA 6(0,074) 11 (0,125) 0,52 (0,17-1,54) 0,237
AC+AA 43 (0,531) 52 (0,591) 0,78 (0,43-1,44) 0,432
rs10993994 Hasta: 82 T 27 (0,329) 24 (0,273) 1,62 (0,71-3,67) 0,242
Kontrol: 88 TC 37 (0,451) 38 (0,432) 1,40 (0,66-2,98) 0,374

cc 18 (0,220) 26 (0,295) Referans
TC+TT 64 (0,780) 62 (0,704) 1,49 (0,74-2,99) 0,26

rs11199874 Hasta: 81 GG 43 (0,531) 50 (0,568) Referans
Kontrol: 88 AG 27 (0,333) 31(0,352) 1,01 (0,52-1,95) 0,970
AA 11 (0,136) 7 (0,080) 1,83 (0,65-5,13) 0,252
AG+AA 38 (0,469) 38(0,432) 1,16 (0,63-2,13) 0,626

rs11228565 Hasta: 80 GG 45 (0,563) 56 (0,636) Referans
Kontrol: 88 AG 29 (0,362) 30 (0,341) 1,20 (0,63-2,29) 0,574
AA 6 (0,075) 2 (0,023) 3,73 (0,72-19,40) 0,117
AG+AA 35 (0,437) 32 (0,364) 1,36 (0,73-2,53) 0,329

rs12653946 Hasta: 80 cC 20 (0,250) 27 (0,314) Referans
Kontrol: 80 TC 38 (0,475) 35 (0,407) 1,47 (0,70-3,07) 0,310
T 22 (0,275) 24 (0,279) 1,24 (0,55-2,80) 0,610
TC+TT 60 (0,750) 59 (0,686) 1,37 (0,69-2,71 0,362

rs13385191 Hasta: 84 AA 30 (0,357) 29 (0,322) Referans
Kontrol: 90 AG 45 (0,536) 47 (0,522) 0,93 (0,48-1,78) 0,817
GG 9(0,107) 14 (0,156) 0,62 (0,23-1,66) 0,342
AG+GG 54 (0,643) 61 (0,678) 0,86 (0,46-1,60) 0,627

rs16901979 Hasta: 81 cC 68 (0,840) 78 (0,907) Referans
Kontrol: 86 AC 13 (0,160) 8(0,093) 1,86 (0,73-4,77) 0,194
AA 0 (0,000) 0 (0,000) 1,15 (0,02-58,54) 0,946

rs16902094 Hasta: 82 AA 63 (0,768) 63 (0,716) Referans
Kontrol: 88 AG 15 (0,183) 24 (0,273) 0,62 (0,30-1,30) 0,209
GG 4 (0,049) 1(0,011) 4,00 (0,43-36,79) 0,221
AG+GG 19 (0,232) 25 (0,284) 0,76 (0,38-1,52) 0,436

rs1218582 Hasta: 85 ccC 39 (0,459) 28 (0,311) Referans
Kontrol: 90 TC 31(0,365) 47 (0,522) 0,47 (0,24-0,92) 0,027
T 15 (0,176) 15 (0,167) 0,72 (0,30-1,70) 0,453
TC+TT 46 (0,541) 62 (0,689) 0,53 (0,29-0,99) 0,046

rs1270884 Hasta: 85 T 29 (0,341) 26 (0,289) Referans
Kontrol: 90 TC 35 (0,412) 40 (0,444) 0,78 (0,39-1,58) 0,495
cc 21 (0,247) 24 (0,267) 0,78 (0,36-1,73) 0,547
TC+CC 56 (0,659) 64 (0,711) 0,78 (0,41-1,49) 0,457
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Cizelge 3. 6 SNP genotiplerinin prostat kanseri ile iligkilendirilmesinin sonuglari

(devami)
SNP Birey sayisi Genotip Hasta Kontrol OR (%95 GA) p degeri

rs1894292 Hasta: 85 AA 16 (0,188) 23 (0,256) 0,81 (0,35-1,88) 0,626
Kontrol: 90 AG 45 (0,529) 39 (0,433) 1,35 (0,67-2,69) 0,401

GG 24 (0,283) 28 (0,311) Referans
AG+AA 69 (0,717) 62 (0,689) 1,15 (0,60-2,20) 0,677
rs1933488 Hasta: 85 GG 23 (0,270) 19 (0,211) 0,93 (0,40-2,16) 0,868
Kontrol: 90 AG 36 (0,424) 51 (0,567) 0,54 (0,26-1,12) 0,098

AA 26 (0,306) 20(0,222) Referans
GG+AG 59 (0,694) 70 (0,778) 0,65 (0,33-1,28) 0,210

rs2405942 Hasta: 84 AA 66 (0,786) 71 (0,789) Referans
Kontrol: 90 GG 18 (0,214) 19 (0,211) 1,02 (0,49-2,11) 0,959

rs2427345 Hasta: 85 cC 43 (0,506) 25 (0,278) Referans
Kontrol: 90 TC 33(0,388) 51 (0,567) 0,38 (0,19-0,73) 0,004
T 9 (0,106) 14 (0,155) 0,37 (0,14-0,99) 0,047
TC+TT 42 (0,494) 65 (0,722) 0,38 (0,20-,070) 0,002

rs3771570 Hasta: 84 cc 61 (0,726) 76 (0,844) Referans
Kontrol: 90 TC 21 (0,250) 14 (0,156) 1,87 (0,88-3,98) 0,105
TT 2 (0,024) 0 (0,000) 6,22 (0,29-131,97) 0,241
TC+TT 23 (0,273) 14 (0,156) 1,07 (0,46-2,48) 0,878

rs4245739 Hasta: 84 AA 37 (0,440) 43 (0,483) Referans
Kontrol: 89 AC 44 (0,524) 36 (0,404) 1,42 (0,76-2,65) 0,269
cc 3(0,036) 10(0,113) 0,35 (0,09-1,36) 0,130
AC+CC 47 (0,560) 46 (0,517) 1,19 (0,65-2,16) 0,574
rs6062509 Hasta: 85 GG 9 (0,106) 5 (0,056) 2,02 (0,63-6,55) 0,238
Kontrol: 90 GT 36 (0,424) 40 (0,444) 1,01 (0,54-1,88) 0,969

T 40 (0,470) 45 (0,500) Referans
GG+GT 45 (0,530) 45 (0,500) 1,12 (0,62-2,04) 0,697

rs6869841 Hasta: 84 cc 46 (0,548) 51 (0,567) Referans
Kontrol: 90 TC 32(0,381) 36 (0,400) 0,99 (0,53-1,83) 0,963
T 6(0,071) 3(0,033) 2,22 (0,52-9,38) 0,279
TC+TT 38 (0,452) 39(0,433) 1,08 (0,59-1,97) 0,800

rs7141529 Hasta: 84 cC 23 (0,274) 37 (0,411) Referans
Kontrol: 90 TC 38 (0,452) 37 (0,411) 1,65 (0,83-3,29) 0,154
TT 23 (0,274) 16 (0,178) 2,31 (1,01-5,27) 0,046
TC+TT 61 (0,726) 53 (0,589) 1,85 (0,98-3,50) 0,058

rs7241993 Hasta: 84 cC 43 (0,512) 43 (0,478) Referans
Kontrol: 90 TC 35(0,417) 40 (0,444) 0,87 (0,47-1,63) 0,673
T 6(0,071) 7 (0,078) 0,86 (0,26-2,76) 0,796
TC+TT 41 (0,488) 47 (0,522) 0,87 (0,48-1,58) 0,653

rs7611694 Hasta: 84 AA 31 (0,369) 30 (0,333) Referans
Kontrol: 90 AC 44 (0,524) 44 (0,489) 0,97 (0,50-1,86) 0,922
cc 9(0,107) 16 (0,178) 0,54 (0,21-1,42) 0,214
AC+CC 53 (0,631) 60 (0,667) 0,85 (0,46-1,59) 0,622

rs8008270 Hasta: 85 cC 53 (0,624 65 (0,722) Referans
Kontrol: 90 TC 28 (0,329) 20 (0,222) 1,66 (0,84-3,28) 0,148
T 4(0,047) 5(0,056) 0,98 (0,25-3,84) 0,978
TC+TT 32(0,376) 25(0,278) 0,57 (0,83-2,97) 0,165

rs11135910 Hasta: 85 cC 67 (0,788) 68 (0,756) Referans
Kontrol: 90 TC 15 (0,176) 18 (0,200) 0,85 (0,39-1,82) 0,667
TT 3 (0,036) 4(0,044) 0,76 (0,16-3,53) 0,727
TC+TT 18 (0,212) 22 (0,244) 0,83 (0,41-1,69 0,607

rs11568818 Hasta: 85 AA 22 (0,259) 21(0,233) Referans
Kontrol: 90 AG 38 (0,447) 51 (0,567) 0,71 (0,34-1,48) 0,361
GG 25 (0,294) 18 (0,200) 1,33 (0,57-3,11) 0,516
AG+GG 63 (0,741) 69 (0,767) 0,87 (0,44-1,74) 0,695
rs11650494 Hasta: 85 AA 1(0,011) 0 (0,000) 3,17 (0,13-79,28) 0,482
Kontrol: 90 AG 16 (0,189) 18 (0,200) 0,94 (0,44-1,99) 0,874

GG 68 (0,800) 72 (0,800) Referans
AA+AG 17 (0,200) 18 (0,200) 1,00 (0,48-2,10) 1,000
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Cizelge 3. 6 SNP genotiplerinin prostat kanseri ile iliskilendirilmesinin sonuglari

(devami)
SNP Birey sayisi Genotip Hasta Kontrol OR (%95 GA) p degeri
rs11902236 Hasta: 84 cc 49 (0,583) 41 (0,456) Referans
Kontrol: 90 TC 24 (0,286) 37 (0,411) 0,54 (0,28-1,05) 0,070
T 11 (0,131) 12 (0,133) 0,77 (0,31-1,92) 0,571
TC+TT 35 (0,417) 49 (0,544) 0,60 (0,33-1,09) 0,093
rs12155172 Hasta: 85 GG 49 (0,576) 63 (0,700) Referans
Kontrol: 90 AG 31(0,365) 25 (0,278) 1,59 (0,84-3,04) 0,157
AA 5(0,059) 2(0,022) 3,21 (0,60-17,28) 0,174
AG+AA 36 (0,424) 27 (0,300) 1,71 (0,92-3,20) 0,090
rs3096702 Hasta: 85 cc 48 (0,565) 55 (0,611) Referans
Kontrol: 90 TC 29 (0,341) 32 (0,356) 1,04 (0,55-1,96) 0,907
T 8(0,094) 3(0,033) 3,06 (0,77-12,17) 0,113
TC+TT 37 (0,435) 35 (0,389) 1,21 (0,66-2,21) 0,533
rs3850699 Hasta: 85 T 48 (0,565) 48 (0,533) Referans
Kontrol: 90 TC 35(0,411) 34 (0,378) 1,03 (0,55-1,91) 0,927
cC 2(0,024) 8 (0,089) 0,25 (0,05-1,24) 0,090
TC+CC 37 (0,435) 42 (0,467) 0,88 (0,49-1,60) 0,677
rs684232 Hasta: 85 AA 30 (0,353) 45 (0,500) Referans
Kontrol: 90 AG 44 (0,518) 39 (0,433) 1,69 (0,90-3,18) 0,103
GG 11 (0,129) 6 (0,067) 2,75 (0,92-8,23) 0,071
AG+GG 55 (0,647) 45 (0,500) 1,83 (0,10-3,36) 0,050

Gahsmamizda rs1016343 polimorfizmi igin kontrol grubunda yaygin olan CC genotipi
referans olarak segilmistir. Buna gore TT genotipi i¢in OR degeri 8,32 (%95 GA=0,97-
71,57), p degeri ise 0,054 olup anlamhilik sinirindadir. Elde edilen OR degerinin ¢ok
yuksek olmasina ragmen %95 given araliginin ¢cok genis olmasi degerlendirmemizin
hassas olmadigini gostermektedir. Dominant model (TC+TT) icin yapilan analize gore
ise OR degeri 1,90 (%95 GA=1,01-3,57) olarak hesaplanmis ve prostat kanseri riski ile
iliskilendirilmistir (p=0,046) (Cizelge 3.6).

Salinas ve arkadaslari (2008) Kafkasyali (1,308 hasta ve 1,266 kontrol) ve Afrikah
Amerikal (149 hasta ve 85 kontrol) bireylerle yapmis olduklari ¢galismada 23 SNP’nin
prostat kanseri ile iliskisini arastirmis ve Kafkasyali bireylerden olusan ¢alisma
grubunda rs1016343 polimorfizminin prostat kanseri riski ile iliskili oldugunu
bildirmislerdir. Calisma grubunda yaygin olarak bulunan CC genotipi referans alinarak
TC ve CC genotiplerinin ayri ayri OR degerleri hesaplanmistir. Populasyonda nadir
olarak bulunan TT genotipi CC genotipi ile kiyaslandiginda OR=1,91 (%95 GA=1,33-2,73)
olarak elde edilmistir (p<0,05). Afrikali Amerikali calisma grubunda ise rs1016343

polimorfizmi icin istatistiksel olarak anlaml bir sonug elde edilememistir [139]. Hui ve
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arkadaslari 2014 yilinda, Cin’in kuzey bolgesinde 286 hasta ve 288 kontrol ile yapmis
olduklari galismada rs1016343 polimorfizmini prostat kanseri riski ile iliskili oldugunu
rapor etmistir. Resesif modele (TC+CC ile TT) gore hesaplanan TT genotipine ait OR
degerinin 1,64 (%95 GA=1,07-2,53) oldugunu bildirmislerdir (p=0,023) [118].

rs7141529 polimorfizmi igin CC genotipi kontrol grubunda yaygin olarak
bulundugundan referans olarak segilip OR hesaplamalari yapilmistir. TT genotipi igin
OR degeri 2,31 (%95 GA=1,01-5,27) olarak elde edilerek prostat kanseri riski ile
iliskilendirilmistir (p=0,046) (Cizelge 3.6). rs684232 icin AA genotipi referans olarak
alindiginda dominant modele gére AG+GG genotipleri icin OR degeri 1,83 (%95
GA=0,10-3,36) olarak hesaplanmistir ve AG+GG genotipleri prostat kanseri riski ile
iliskilendirilmistir (p=0,050) (Cizelge 3.6). Eeles ve arkadaslarinin (2013) yapmis
olduklari galhismada rs7141529 ve rs684232 genotiplerinin OR degerleri igin herhangi

bir veri bulunmamaktadir [81].

3.5.3 Prostat Kanserinin Bazi Kliniko-patolojik Degiskenlerle iliskilendirilmesi

Genotiplemesi tamamlanan 67 SNP’nin bazi kliniko-patolojik degiskenlerle olan iliskisi
arastirilmistir. Yapilan ki kare testleri sonucunda ailede kanser 6ykisu, ailede prostat
kanseri oOykuasi, sigara kullanimi, alkol kullanimi, tani konuldugu dénemdeki yas,
Gleason skoru gibi cesitli degiskenlerle 9 SNP’nin istatistiksel olarak iliskili oldugu

belirlenmistir.

3.5.3.1 Hastalarin Prostat Kanseri Tanisinin Konuldugu Donemdeki Yasi ile SNP’lerin

iliskilendirilmesi

Calismamizdaki hastalar prostat kanseri riski icin belirleyici bir yas olarak goérilen 65
yas ve Uzeri ile 65 yasin altinda olmak Uzere iki gruba ayrilmistir. Her iki yas grubundaki
hastalarin tek niikleotid polimorfizmleri yoniinden yapilan ki kare analizleri sonucunda
rs1218582 ve rs3850699 polimorfizmleri ile yas gruplari arasindaki iliskinin istatistiksel
olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05).

rs1218582 icin genotiplerin her iki yas grubundaki dagiliminin c¢apraz tablosu
incelendiginde CT veya TT genotiplerinin 65 yasin altindaki hastalarin 19’unda (%41,3),

65 yasinda veya 65 yasin Uzerinde olan hastalarin ise 27’sinde (%69,2) bulundugu
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belirlenmistir. CC genotipindeki hastalarin 27’si (%58,7) 65 yasin altindayken, 12’sinin
(%30,8) ise 65 yasinda veya 65 yasin lizerinde oldugu tespit edilmistir. rs1218582 igin

yapilan ki kare analizi sonucunda p degeri 0,010 olarak bulunmustur (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.8’de belirtilen rs3850699 genotiplerinin yas gruplarindaki dagilimina gére 65
yasin altindaki hastalarin 25’inde (%54,3) CC veya CT genotipi bulunurken 21’inde
(%45,7) ise TT genotipi bulunmaktadir. 65 yasinda veya 65 yasin Uzerindeki hastalarin
12’sinde (%30,8) CC veya CT genotipi bulunuyorken, 27 (%69,2) hastada TT genotipi

bulunmaktadir. rs3850699 icin p degerinin 0,029 oldugu bulunmustur.

2013 yilinda Avrupa toplumunda yapilan bir genom boyu iliskilendirme ¢alismasi ile
rs1218582 ve rs3850699 polimorfizmlerinin prostat kanseri ile iliskili oldugu
bildirilmistir [81]. Daha 6nce bu polimorfizmler igcin prostat kanseri hastalarindaki
kliniko-patolojik degiskenler ile iliskisinin belirlendigi bir ¢alisma bildirilmemistir. 2011
yiinda Avrupa toplumunda toplam 3,945 birey ile yapilan bir calismada ise tani
konuldugu donemdeki vyas ile rs7679673, rs9364554, rs13254738, rs6983267,
rs4430796, rs1859962 ve rs2735839 polimorfizmleri iliskilendirilmistir (p<0,05) [140].
rs9364554, rs6983267, rs4430796 ve rs2735839 polimorfizmlerinin bu tez calismasinda
da tani konuldugu donemdeki yas ile iliskisi arastirilmis olup istatistiksel olarak anlamli

bir sonug elde edilmemistir.

Cizelge 3. 7 Prostat kanseri hastalarindaki yas gruplarinin rs1218582 polimorfizmi igin
capraz tablosu

rs1218582
CT+TT cC Toplam P degeri
Yas 65 yas Hasta Sayisi 19 27 46
gruplari alti
65 yas altindaki 41.3% 58.7% 100.0%
ylzdesi
65 yas ve
H 27 12
izeri asta Sayisi 39 0,010

 GSyasve 1 g9 u 30.8% 100.0%

Gzerindeki yuzdesi
Toplam Hasta Sayisi 46 39 85

Toplamin yiizdesi 54.1% 45.9% 100.0%
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Gizelge 3. 8 Prostat kanseri hastalarindaki yas gruplarinin rs3850699 polimorfizmi igin
capraz tablosu

rs3850699
CC+CT T Toplam P degeri
Yas 65 yas Hasta Sayisi 25 21 46
gruplari alti
65 yas altindaki 54.3% 45.7% 100.0%
ylzdesi
65 yas ve
izeri Hasta Sayisi 12 27 39 0,029

 Goyasve 1 3y 69.2% 100.0%

Gzerindeki ylzdesi
Toplam Hasta Sayisi 37 48 85

Toplamin yiizdesi 43.5% 56.5% 100.0%

3.5.3.2 Ailede Kanser Oykiisii ile SNP’lerin iliskilendirilmesi

Calhsmamizda yer alan hastalarin ailelerinde kanser goérilme durumlari ile SNP’lerin
iliskisi arastinldiginda rs5945572 genotipleri ile ailede kanser Oykisl arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu sonucuna ulagilmistir (p=0,012).

Cizelge 3.9’daki ¢apraz tablo incelendiginde 30 (%40,5) hastanin AA genotipine, 54
(%64,3) hastanin ise GG genotipine sahip oldugu ve heterozigot genotipli hastalarin
bulunmadigl goérilmektedir. AA genotipine sahip hastalarda ailede kanser oOykisi
goriilmezken, GG genotipine sahip 10 (%100) hastada ailede kanser oykiisii oldugu
belirtilmistir. Bir baska deyisle, ailelerinde kanser 6ykiisi bulunan hastalarin tamaminin

GG genotipine sahip oldugu saptanmistir.

Yaptigimiz literatlir arastirmasina gore ailede kanser 6ykusu ile iliskilendirilen bir SNP

bildirilmemistir.
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Cizelge 3. 9 Ailede kanser 6yklsunin rs5945572 polimorfizmi igin ¢apraz tablosu

rs5945572
AA GG Toplam P degeri

Ailede kanser Yok Hasta sayisi 30 44 74
Yok grubundaki ylizdesi 40,5% 59,5% 100,0%

Var Hasta sayisi 0 10 10

Var grubundaki ylizdesi ,0% 100,0% 100,0% 0,012

Toplam Hasta sayisi 30 54 84

Toplamin yiizdesi 35,7% 64,3% 100,0%

3.5.3.3 Ailede Prostat Kanseri Oykiisii ile SNP’lerin iliskilendirilmesi

rs5945572 ve rs7931342 polimorfizmleri ile ailede prostat kanseri oykisi arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir iliskili oldugu belirlenmistir.

Cizelge 3.10’da rs5945572 genotiplerinin ailede prostat kanseri oykisindeki
dagilimlarina ait ¢apraz tablo verilmistir. Ailelerinde prostat kanseri 6ykisi bulunan 7
hasta oldugu ve bu hastalarin tamaminin (%100) GG genotipine sahip oldugu
saptanmistir (p=0,047). rs7931342 genotiplerinin ailede prostat kanseri dykistndeki
dagilimlarina ait ¢apraz tablo incelendiginde GG genotipine sahip hastalarda ailede
prostat kanseri oykiisii olmadigi, GT veya TT genotipine sahip 7 (%100) hastada, ailede
prostat kanseri 6ykisi oldugu belirlenmistir (p=0,041) (Cizelge 3.11).

2012 yilinda Danimarkali 648 hasta ve 526 kontrolden olusan calisma populasyonunda
bazi SNP’lerin, hastaligin aile oykisa ile iliskisi arastirilmis olup rs6983267 ve
rs5759167 negatif aile gecmisi ile belirgin bir sekilde iliskilendirilmistir (p degerleri
siraslyla 0,04 ve 0,02’dir) [132]. Bu tez calismasinda rs6983267 polimorfizminin ailede
prostat kanseri oykisi ile iliskisi arastirilmis olup istatistiksel olarak anlamli bir sonug

elde edilmemistir.
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Cizelge 3. 10 Ailede prostat kanseri 6yklstiniin rs5945572 polimorfizmi igin ¢apraz

tablosu
rs5945572
AA GG Toplam P degeri
Ailede prostat
kanseri Yok Hasta sayisi 30 47 77
Yok grubundaki
yiizdesi 39,0% 61,0% 100,0%
Var Hasta sayisi 0 7 7 000
Var grubundaki ’
yiizdesi ,0% 100,0% 100,0%
Toplam Hasta sayisi 30 54 84
Toplamin ylizdesi 35.7% 64.3% 100,0%

Cizelge 3. 11 Ailede prostat kanseri dykusiiniin rs7931342 polimorfizmi igin ¢capraz

tablosu
rs7931342
GT+TT GG Toplam P degeri
Ailede prostat
Yok H
kanseri ° asta sayisi 45 32 77
Yok grubundaki
ylzdesi 58,4% 41,6% 100,0%
\' H
ar asta sayisi 7 0 2
Var grubundaki 0,041
yuzdesi 100,0% ,0% 100,0%
Toplam Hasta sayisi
52 32 84
Toplamin ylizdesi
plaminy 61,9% 38,1% 100,0%

3.5.3.4 Gleason Skoru ile SNP’lerin iliskilendirilmesi

Calismamizda yer alan hastalar Gleason skorlarina gore iki gruba ayrilmistir. Bunlardan
biri Gleason skoru 6 ve 6’dan distk olan grup, digeri ise Gleason skoru 6’dan yliksek
olan gruptur. Her iki grup ile SNP’lerin iliskisi arastirildiginda rs1571801 ve

rs7611694’Gn Gleason skoru ile anlamli bir sekilde iliskili oldugu belirlenmistir.

rs1571801 genotiplerinin Gleason skoru gruplarindaki dagilimlarini gosteren capraz
tablo incelendiginde 19 hastanin Gleason skorunun 6’dan yiiksek oldugu goriilmektedir
(Cizelge 3.12). Bunlardan 11 (%57,9) tanesinin AA veya CA, 8 (%42,1) tanesinin ise CC

genotipine sahip oldugu belirlenmistir (p=0,05) (Cizelge 3.12).
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rs7611694 genotiplerinin Gleason skoru gruplarindaki ¢apraz tablosu incelendiginde ise
Gleason skoru 6’dan yiiksek olan 19 hastanin 16’sinda (%84,2) CA veya CC
genotiplerinin bulundugu 3’linde (%15,8) ise AA genotipinin bulundugu gorilmektedir

(p=0,024) (Cizelge 3.13).

2011 yihnda, Avrupa toplumunda 10,501 prostat kanseri hastasi ve 10,831 kontrolden
olusan galisma grubunda bazi SNP’lerin Gleason skoru ile iliskisi arastiriimistir ve
rs266849 ve rs2735839 polimorfizmlerinin, 8-10 arasinda olan Gleason skoru ile
belirgin bir sekilde iliskili oldugu bildirilmistir (p degerleri sirasiyla 0,0004 ve 0,0001’dir)
[141]. Bu tez galismasinda da rs2735839 polimorfizminin Gleason skoru ile iliskisi

arastinilmigtir ve istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilmemistir.

2011 yilinda, Koreli 240 hasta ve 223 kontrolden olusan bir baska ¢alisma grubunda,
rs4430796 ve rs2074429 polimorfizmlerinin Gleason skoru >7 olan bireylerde daha sik
goraldugi bildirilmistir (p degerleri her iki SNP icin 0,03’tlir) [142]. Bu tez ¢alismasinda
ise rs4430796 polimorfizmi ile Gleason skoru arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

iliski elde edilmemistir.

Cizelge 3. 12 Gleason skoru gruplarinin rs1571801 polimorfizmi igin ¢apraz tablosu

rs1571801
AA+CA cc Toplam P degeri
Gleason 6 ve
skoru dilsiik Hasta sayisi 20 41 61
Bu gruptaki ylzdesi 32,8% 67,2% 100,0%
6’dan
yiiksek Hasta sayisi 11 8 19 0,05
Bu gruptaki ylzdesi 57,9% 42,1% 100,0%
Toplam Hasta sayisi 31 49 80
Toplamin ylzdesi 38,8% 61,3% 100,0%
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Cizelge 3. 13 Gleason skoru gruplarinin rs7611694 polimorfizmi igin ¢apraz tablosu

rs7611694
CA+CC AA Toplam P degeri
Gleason 6 ve
skoru dilsiik Hasta sayisi 35 28 63
Bu gruptaki ylizdesi 55.6% 44.4% 100.0%
6’dan
yiiksek Hasta sayisi 16 3 19 0,024
Bu gruptaki ylizdesi 84.2% 15.8% 100.0%
Toplam Hasta sayisi 51 31 82
Toplamin ylizdesi 62.2% 37.8% 100.0%

3.5.3.5 Sigara Kullanimi ile SNP’lerin iliskilendirilmesi

Calismamiza katilan prostat kanseri hastalarinin sigara kullanma durumlari ile SNP’ler
arasindaki iliski arastinldiginda rs9623117, rs10896449 ve rs1270884 polimorfizmleri

ile sigara kullanimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu saptanmistir.

Cizelge 3.14’teki rs9623117 genotiplerinin hastalarin sigara kullanim durumlarindaki
dagilimlarini gosteren ¢apraz tablo incelendiginde TC veya CC genotipine sahip 38
(%45,2) hastanin 18’sinin (%62,1) sigara kullandigi; TT genotipine sahip 46 (%54,8)

hastanin ise 11’inin (%37,9) sigara kullandigi belirlenmistir (p=0,024).

rs10896449 genotiplerinin hastalarin sigara kullanim durumlarindaki dagilimlarini
gosteren gapraz tablo incelendiginde sigara kullanan 29 hastadan 19 (%65,5) tanesinin
AG veya GG genotipine, 10 (%34,5) tanesinin ise AA genotipine, sahip oldugu
belirlenmistir (p=0,047) (Cizelge 3.15).

rs1270884 icin hazirlanan Cizelge 3.16’da gorildigu gibi sigara kullanan 30 hastanin 24
(%80) tanesinin CC veya TC genotipine, 6 (%20) hastanin ise TT genotipine sahip oldugu
belirlenmistir (p=0,043).

2012 yilinda Yunan toplumundan 74 prostat kanseri hastasindan olusan calisma
grubunda, rs6983267 polimorfizminin sigara kullanimina bagh olarak prostat kanseri
riski ile iliskili oldugu bildirilmistir (p<0,001) [10]. Bu tez calismasinda da rs6983267
polimorfizminin sigara kullanimi ile iliskisi arastiriimis olup istatistiksel olarak anlaml

bir iliski elde edilmemistir.
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Gizelge 3. 14 Sigara kullaniminin rs9623117 polimorfizmi igin ¢apraz tablosu

rs9623117
TC+CC T Toplam P degeri
Sigara Yok Hasta sayisi 20 35 55
kullanimi
Sigara kuIIar.\.mayz?m gruptaki 36,4% 63,6% 100,0%
ylzdesi
Var Hasta sayisi 18 11 29
0,024
Sigara kul!'anan_gruptakl 62.1% 37.9% 100,0%
ylzdesi
Toplam Hasta sayisi 38 46 84
Toplamin ylizdesi 45,2% 54,8% 100,0%

Cizelge 3. 15 Sigara kullaniminin rs10896449 polimorfizmi icin ¢apraz tablosu

rs10896449
AG+GG AA Toplam P degeri
Sigara Yok Hasta sayisi 44 8 52
kullanimi
Sigara kuIIar]maye.m gruptaki 34.6% 15,4% 100.0%
ylzdesi
Var Hasta sayisi 19 10 29 0,047
Sigara kul!.anan.gruptak| 65.5% 34,5% 100.0%
ylzdesi
Toplam Hasta sayisi 63 18 81
Toplamin ylizdesi 77.8% 22,2% 100.0%
Cizelge 3. 16 Sigara kullaniminin rs1270884 polimorfizmi icin ¢capraz tablosu
rs1270884
CC+TC T Toplam P degeri
Sigara Yok Hasta sayisi 32 23 55
kullanimi
Sigara kuIIar}mayén gruptaki 58.2% 41.8% 100.0%
yuzdesi
Var Hasta sayisi 24 6 30 0,043
Sigara kullanan gruptaki 80.0% 20.0% 100.0%
ylzdesi
Toplam Hasta sayisi 56 29 85
Toplamin ylizdesi 65.9 % 34.1% 100.0%
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3.5.3.6 Alkol Kullanimi ile SNP’lerin iligkilendirilmesi

Calhsmamiza katilan hastalarin alkol kullanimi ile SNP’lerin iliskisi arastirildiginda
rs1270884 polimorfizminin alkol kullanimi ile istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
iliskili oldugu saptanmistir. Alkol kullandigini belirten 9 (%100.0) hastanin tamaminin

TC veya CC genotiplerine sahip oldugu belirlenmistir (p=0,025) (Cizelge 3.17).

2011 yilinda, Avrupa toplumunda 10,501 prostat kanseri hastasi ve 10,831 kontrolden
olusan calisma grubunda bazi SNP’lerin prostat kanseri hastalarindaki alkol kullanimi ile

iliskisi arastirilmig ve istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilmemistir [141].

Cizelge 3. 17 Alkol kullaniminin rs1270884 polimorfizmi igin ¢apraz tablosu

rs1270884
TC+CC T Toplam P degeri
Alkol Yok Hasta sayisi 47 29 76
kullanimi
Alkol kuIIan“maya'n gruptaki 61.8% 38.2% 100.0%
yuzdesi
2
Var Hasta sayisi 9 0 9 0,025
Alkol kull?nan gruptakl 100.0% 0% 100.0%
ylzdesi
Toplam Hasta sayisi 56 29 85
Toplamin ylzdesi 65.9% 34.1% 100.0%

3.5.3.7 Serumdaki PSA Diizeyleri ile SNP’lerin iliskilendirilmesi

Calismamiza katilan prostat kanseri hastalarinda serumdaki PSA dizeyleri ile SNP’ler
arasindaki iliski arastirildiginda istatistiksel olarak anlaml bir iliski elde edilememistir.
2012 yilinda Danimarkali 648 hasta ve 526 kontrolden olusan c¢alisma populasyonunda
bazi SNP’lerin serumdaki PSA diizeyi ile iliskisi de arastirilmistir. Yapilan calismada
rs2735839 ve rs10896449 polimorfizmlerinin serumdaki yliksek PSA dizeyi (>10

ng/ml) ile iliskili oldugu bildirilmistir (p=0,04).
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

4.1 Elde Edilen Sonuglarin Degerlendirilmesi

Yapilan ¢alisma ile toplumumuzda ilk defa ¢oklu 6érnekte, coklu SNP yiiksek bir dogruluk

ile standart bir sistem kullanilarak analiz edilmistir.

Gergeklestirilmis olan ¢alisma ile toplumumuzda ilk defa ¢ok sayida SNP prostat kanseri
ile iliskilendirilmis olup elde edilen sonuglarin prostat kanseri genetik riskinin
tanimlanmasinda kullanilabilecek muhtemel biyomarkir ¢alismalarinin éniini acacagi

dustinilmektedir.

Genotiplemesi tamamlanan 67 SNP’den rs11135910, rs11902236, rs445114, rs721048,
rs6497287 ve rs6983267 polimorfizmlerinin Hardy Weinberg dengesinden sapma
gosterdigi belirlenmistir (p<0,05). rs1016343, rs3771570, rs7141529, rs684232,
rs1456315 ve rs10896449 polimorfizmlerinin  allelleri  prostat kanseri ile
iliskilendirilmistir. Bunlardan rs1016343, rs7141529 ve rs684232 polimorfizmlerinin
genotipleri prostat kanseri ile iliskilendirilmistir. SNP genotipleri ile hastalarin bazi
kliniko-patolojik degiskenlerle iliskisi arastirnldiginda; prostat kanseri tanisinin
konuldugu doénemdeki yas ile rs1218582 ve rs3850699; ailede kanser o6ykisi ile
rs5945572; ailede prostat kanseri oykuiisi ile rs5945572 ve rs7931342; Gleason skoru
ile rs1571801 ve rs7611694; sigara kullanimi ile rs9623117, rs10896449, rs1270884;

alkol kullanimi ile rs1270884 genotiplerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde iliskili
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oldugu saptanmistir (p<0,05). Analiz edilen parametreler ile iliskilendirilen SNP’lerin

dagihmi Cizelge 4.1’de gosterilmistir.

Cizelge 4. 1 Analiz edilen parametreler ile iliskilendirilen SNP’lerin dagilimi
(P.K.=Prostat kanseri)

SNP . SN.P . Ailede Ailede Gleason Sigara Alkol
SNP’ler Allelleri Genotipleri Yas .I_(an.s.e!'. -« PK . Skoru Kullanimi  Kullanimi
ve P.K. ve P.K Oykiisii Oykiisii

rs1016343 X X

rs3771570 X

rs7141529 X X

rs684232 X X

rs1456315 X
rs10896449 X X

rs1218582 X

rs3850699 X

rs5945572 X X

rs7931342 X

rs1571801 X

rs7611694 X

rs9623117 X

rs1270884 X X

Toplumumuzda prostat kanseri ile iliskilendirilen rs1016343; daha 6nce Avrupa [83],
[86], Cin [118], [131], Danimarka [132] ve Kafkas [139] toplumlarinda prostat kanseri
ile iliskilendirilirken,  Afrikali  Amerikali  bireylerde  prostat kanseri ile
iliskilendirilmemistir [133]. rs3771570, rs7141529 ve rs684232 Avrupa [81]
toplumunda, rs1456315 ise Japon [82] ve Cin [122] toplumlarinda prostat kanseri ile
iliskilendirilmistir. rs10896449 Avrupa [85] ve Danimarka [132] toplumlarinda prostat
kanseri ile iliskilendirilirken, Afrikali Amerikali [136] bireylerde prostat kanseri ile
iliskilendirilmemistir. Prostat kanseri ile iliskilendirilen SNP’lerin toplumsal dagilimi

Cizelge 4.2'de verilmistir.
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Cizelge 4. 2 Prostat kanseri ile iliskilendirilen SNP’lerin toplumsal dagilimi

SNP’ler Avrupa Cin Danimarka Afrika Amerika Japon Kafkas
rs1016343 v v v X v
rs1456315 v v

rs10896449 v v X
rs3771570 v
rs7141529 v
rs684232 v
4.2 Oneriler

Bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler kullanilarak;

1. Hasta ve kontrol sayilari artirilarak daha biyik topluluklarda SNP’lerin prostat

kanseri ile iliskisinin arastiriimasi,

2. Calisma populasyonunda daha fazla SNP’nin genotiplenerek prostat kanseri ile

iliskisinin belirlenmesi,

3. Prostat kanseri ile iliskili oldugu belirlenen SNP’lerin algoritmalarinin

tanimlanmasi,

4. Anlamli oldugu tespit edilen SNP’lerin bulundugu genlerin prostat kanseri ile

fonksiyonel iliskisinin incelenmesi,

5. Elde edilen sonuglarin hekime yardimci olabilecek sekilde prostat kanseri risk

tahmin panelinde biyomarkir olarak kullanim potansiyelinin ¢alisiimasi ve risk

grubunda oldugu tespit edilen bireylerin dlzenli kontrollere, yasam

dizenindeki degisikliklere yonlendirilmesi,

onerilmektedir.
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ASGARI BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Arastirmanin Adi / Protokol Numarasi: Prostat kanseri ile iliskili oldugu diistintilen bazi
gen polimorfizmlerinin Tlrk hastalarda incelenmesi.

Arastirmanin Konusu: Bu arastirmanin konusu tek nukleotit polimorfizminin prostat
kanseri olusumundaki roltintin tanimlanmasidir.

Arastirmanin Amaci: Bu arastirmanin temel amaci; tek niikleotid polimorfizmleri ve
prostat kanserinin iliskilendirilmesi ve kolay uygulanabilir bir kan testi ile
toplumumuzda prostat kanserine yatkinligi olan kisilerin belirlenerek hastanin erken
taniya yonlendirilmesi ve hastaligin seyrinin nasil olabileceginin tahmin edilmesidir.

Arastirmanin Siiresi: 24 ay
Arastirmaya Katilan Goniillii Sayisi: 175

Arastirmada izlenecek Yontem: Calismaya baslayabilmek icin ydntemin ilk
basamaginda hasta ve kontrol bireylerinden periferik kan alimina ihtiyag
duyulmaktadir. Deneysel basamaklar; Kan orneklerinin alinmasi, Genomik DNA
izolasyonu, Multiplex PCR, Genotip Analizi, istatistik Analiz seklindedir. izole edilecek
olan DNA o&rnekleri deneysel calisma tamamlanip onerilen ¢alisma ile ilgili bitin
bilimsel veriler yayinlanincaya kadar muhafaza edilecektir.

Alternatif Tedavi veya Girisimler: -

Arastirma Sirasinda Karsilasilabilecek Riskler: Hastadan rutin kontroller icin alinan kan
ornekleri kullanilacaktir. Kan alimi sirasinda olusabilecek riskler: igne batmasina bagl
olarak az bir aci duyabilirsiniz ve kolda morarma olabilir. Diglk bir olasilik da olsa igne
batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi, veya enfeksiyon riski vardir.

Arastirma ilacinin Olasi Yan Etkileri: Arastirmada hastaya ila¢ uygulamasi
yapilmayacaktir.

Arastirma Siiresince 24 Saat Ulasilabilecek Kisi Adi / Soyadi / Telefonu:
Prof. Dr. Dilek Turgut-Balik, 05332312831
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Alinan 6rnekler sadece o6nerilen ¢alismada kullanilacaktir. Hasta veya temsilcisinin
arastirmaya katilmayi kabul etmedikleri durumda hastanin tetkik ve tedavisinde hicbir
aksama yasanmayacaktir.

Bilgilendirilmis Gonulli Olur Formundaki tim agiklamalari okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve s6zIli agiklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya gonulli olarak katildigimi, istedigim
zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime
bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma disi birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katiimayi
kabul ediyorum.

Goniilliiniin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih

Aciklamalari Yapan Kisinin Adi1 / Soyadi / imzasi / Tarih

Gerekiyorsa Olur islemine Tanik Olan Kisinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih
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HASTA BiLGi FORMU

HASTA BILGI FORMU Adi Soyadh : BOlUm :
islem esnasinda ve sonrasinda gerekli olabilecegi Protokol No : Tarih :
d}1§unglen bilgileri iceren asagidaki sorulari litfen Dogum Tarihi :
dikkatlice okuyarak cevaplayiniz
Dogum Yeri:
Tani Yontemi :
Daha onceki kanser vakasi Evet ] Hayir [] | Felg Evet [ ] Hayir [_]
Yiiksek tansiyon Evet |:| Hayir |:| Amfizem / KOAH Evet |:| Hayir |:|
Kalp krizi Evet |:| Hayir |:| Diyabet/Seker Evet |:| Hayir |:|
Kalp pili Evet [_] Hayir [] | Divertiklit Evet [_] Hayir []
Crohn hastaligi veya lserli kolit Evet |:| Hayir |:| Lupus/Skleroderma/Koll | Evet |:| Hayir |:|
ojen damar hastahg
Bobrek kaybi, fonksiyon bozuklugu Evet |:| Hayir |:| Psoriatik/Romatoid artrit | Evet |:| Hayir |:|
veya anormalitesi
Bilinen baska bir rahatsizliginiz var Evet |:| Hayir |:| Cevabiniz evet ise tiiri ve tarihi:

mi?
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Daha 6nce cerrahi girisim veya
ameliyat gegirdiniz mi?

Evet |:|

Hayir |:|

Cevabiniz evet ise tiri ve tarihi:

Isin tedavisi ya da kemoterapi
gordaniz ma?

Evet |:|

Hayir |:|

Cevabiniz evet ise;

Ne zaman ve kag seans:

Daha Once prostat ameliyati
gegirdiniz mi?

Evet |:|

Hayir |:|

Cevabiniz evet ise tarihi:

Kolonoskopi gegirdiniz mi?

Evet |:|

Hayir |:|

Cevabiniz evet ise tarihi:

Ailenizde (anne, baba, kardes) veya
yakin akrabalarinizda kanser vakasi
var mi?

Evet |:|

Hayir |:|

Cevabiniz evet ise; kanserin tipi ve tarihi ve kimde
goralduga:

Ailenizde prostat kanseri vakasi var
mi?

Evet |:|

Hayir |:|

Cevabiniz evet ise yakinlik derecesi:

Sigara kullaniyor musunuz?

Evet |:|

Hayir |:|

Cevabiniz evet ise;
Sikhgi (Adet/gtin):
Suresi (Yil):

Alkol kullaniyor musunuz?

Evet |:|

Hayir |:|

Cevabiniz evet ise;
Sikhigi:
Saresi (Yil):

ilag veya madde bagimliliginiz var
mi?

Evet |:|

Hayir |:|

Cevabiniz evet ise;
Sikhg:
Suresi (Yil):

Ev tel:
Adres:

Cep tel.:
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