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OZET

PROSTAT KANSERi OLGULARINDA IL-10-592 ve IL-10-1082
POLIMORFIZMLERININ ARASTIRILMASI

Tevriiz, Fulya
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji AD
Tez Danismani: Yard. Dog. Dr. Nedim KARAGENC

Ekim 2011, 40 sayfa

Kronik intraprostatik inflamasyonun prostat kanseri patojenezinde 6nemli rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Kronik inflamasyon indikatorii olan IL-10 prostat
kanser gelisiminde etkin olabilir. Bu ¢ahismada IL-10 ekspresyonunu etkileyen
promotor bdolge polimorfizmleri ile prostat kanser gelisimi arasindaki iliskinin
ortaya konmasi hedeflenmistir.

Calismada benign ve malign prostat tiimorlii hastalardan ahman doku
orneklerinden DNA izolasyonu yapilarak, elde edilen DNA’larda, 1L-10-1082 ve
IL-10-592 polimorfizmleri Real Time PCR ile calhisilmstir.

Sonu¢ olarak malign prostat kanserli olgularda IL-10-1082 GG (wildtype)

genotipi goriilme sikh@ mutant AA ve heterozigoz GA genotiplerine gore daha
fazla bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Prostat kanseri, IL-10-592, IL-10-1082
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF IL-10-592 and IL-10-1082 POLYMORPHISMS IN
PROSTATE CANCER CASES

Tevriiz, Fulya
M.Sc. Thesis In Medical Biology
Supervisor: Ass. Prof. Dr. Nedim KARAGENC

October, 2011,40 pages

It has been known that cronic intraprostatic inflammation may have a role in
prostate cancer pathogenesis. The relationship between prostat cancer patogenesis
and IL-10, which is cronical inflamation indicator, is not clear. This study may
contribute to understand the relationship between promoter polymorphisms which
effects the IL-10 expression and prostate cancer diagnosis and prognosis.

During the study, DNA isolated from benign and malign prostate tissue
samples. Real Time Polymerase chain reaction performed using specific 1L-10
primers to detect possible polymorphisms in isolated DNAs.

In conclusion we have demostrated that 1L-10-1082 GG (wildtype) gene
polymorphism is more prevalent in malign PCa patients compared GA and AA
genotypes. We also observed that the mutant heterozygot IL-10-592 CA
polymorphisms is positively related to increased PSA levels.

Keywords: Prostate carcinoma, IL-10-592, IL-10-1082
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1.GIRIS

Prostat kanserinde inflamasyon etkenlerinin rol oynadigma iligskin kanitlar her gecen
glin hizla artmaktadir. Prostat kanserli hastalarda incelenen IL-10 polimorfizmi
(rs1800872) A/A genotipi sonuglar1 istatistiksel analizler sonucunda yiiksek PSA
riskiyle iligkili bulunmustur (Han-ching Lin vd 2009). Bir diger ¢calismada ise IL-10-
1082 G>A (rs1800896)’nun A allelinin polimorfizminin diisiik seviyelerdeki anti-
inflamatuvar sitokini prostat kanseri riskiyle pozitif iliski gostermistir (Wang MH vd
2009). Kronik prostat inflamasyonunun prostat kanseri patojenezinde Onemli rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Anahtar anti-inflamatuvar sitokin geni IL-10 polimorfizmi
immiin yanit1 etkileyebilir. Ayrica anti-metastatik molekiil olarak da gorevi vardir.
Yapilan calismanm sonunda heterojen (GA) ve homojen mutant (AA) IL-10-1082’in
genotiplerinin prostat kanserli hastalarda saglikli bireylere oranla daha sik gorildiigi

ileri stiriilmiistiir (Kesarwani vd 2009).

Sistematik inflamasyon ve rol alan interlokinler genellikle akciger, gastrointestinal
ve over malignansileriyle iligkili olup sag kalima ters etki gosterir (Forrest LM vd 2003,
Falconer JS vd 1995). Sistematik inflamasyon ve bu ters etki artan tiimdr prognozu,
angiogenez ve metastatik potansiyel gibi tiimoére bagli mekanizmalarla agiklanabilir.
Ayrica kilo kaybi, hipermetabolizma ve gida alimimindaki azalmayla da iliskilidir
(Wigmore SJ vd 1997, Falconer JS vd 1994). Sistematik inflamasyon ve kanser
arasindaki 1iliski heniiz bilinmemekte olup pro-inflamatuvar sitokinlerin prostat
kanserinde 6nemli rol oynadigi diistiniilmektedir (Gelin J vd 1991, Strassman G vd

1992).

Projemizde, prostat kanserlerinde IL-10-1082 ve IL-10-592 polimorfizmi ve IL-10-
1082 allel siklig1 incelenerek bu parametrelerin her birinin prostat kanseriyle olan

iligkisinin arastirilmasi hedeflenmektedir.



2. KURAMSAL BIiLGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1 Prostat Bezinin Morfolojisi

2.1.1. Embriyoloji

Prostatik iiretra epiteli, iirogenital sinlis endoderminden koken almaktadir.
Embriyonel gelisimin {igiincii ayinda prolifere olmaya baslayarak c¢evresindeki
mezensimal doku i¢ine penetre olan bazi tomurcuklanmalar gostermektedir. Prostatin
glandiiler bez epiteli bu endodermal hiicre tomurcuklarindan gelisirken, epitel
hiicreleriyle iliskili mezensimden ise, organin stromast ve diiz kaslari meydana
gelmektedir. Uretral orta noktada, verumontanum seviyesinde prostata agilan
ejakiilatuvar duktuslar ve etrafindaki mezankim dokusu, mezonefrik kanal kokenlidir.
Bu nedenle prostat ¢ift embriyonik gelisimlidir. Neonatal donemde ¢ap1 1 cm’ den az
olan prostat, puberteye kadar geliserek 2 cm’ den kiiclik capa ulagsmakta ve puberteden
sonra prostatin matlirasyonu hizlanmaktadir ve 20 yasinda erigkin halini almaktadir

(Basaklar C. 1993).

2.1.2. Anatomi

Erkek genital sisteminin en biiyiik aksesuar bezi olan prostat, mesane boynu ile
iirogenital diyafram arasinda, gercek pelviste yer almaktadir. Prostat bezi, tabani
proksimalde mesane boynu ve vezikiila seminalis giris noktalarinda, apeksi distalde
iirogenital diyaframda olan ters ¢evrilmis koniye benzeyen, prostatik iiretrayi ¢gevreleyen
fibromiiskiiler glandiiler bir organdir (Sekil 1.) ( McNeal JE. 1997). Prostatik iiretra,
bezin merkezinde vertikal olarak ilerlerken, verumontanum seviyesinde one dogru
yaklagik 35°’lik acilanma olusturmaktadir. Denonviller fasyasi olarak bilinen ince bag
dokusu tabakasi, posteriorda prostat ve vezikiila seminalisleri rektumdan ayirir. Prostat
kanlanmasin1 baglica a. vesikalis inferior, rectalis media ve arteria pudenta interna’dan

saglamaktadir. Prostat venleri, prostatin kapsiili ve fibroz kilif arasinda zengin



pleksuslar olusturmaktadir. Bu pleksuslar presakral vertebral pleksuslarla (Batson
venleri) anastomoz yaparlar. Bu yap1 prostat kanserinin erken vertebral yayilimini
aciklamaktadir. Son olarak internal iliak venlere drene olurlar. Lenfatikleri ise bezin
cevresinde pleksus olusturarak internal iliak lenf diigiimlerine bosalir. Prostatin sinirleri,

inferior hipogastrik pleksustan gelmektedir (Dikson JS., Gosling JA. 1996).

PENIS

Sekil 2.1 Uregenital sistem anatomisi(www.cambridgeurologypartnership.com.uk/images/)

2.1.3. Etiyoloji

Prostat kanseri, erkeklerde en sik tani konulan, akciger kanserinden sonra en ¢ok
kanser Oliimlerinden sorumlu olan, ayni zamanda gelismis ve gelismekte olan
iilkelerdeki orta yasmi gecmis erkeklerin en sik tani alan kanser tiirtidiir. Bir erkekte 0-
39 yas arasi prostat kanseri gelisme olasiligi %0.01 iken, 40-59 yas aras1 %2.58, 60-79
yas arast %14,7 ve yasam boyu bir erkekte klinik 6nemi olan prostat kanseri gelisme
olasiligt % 17,8 gibi yiiksek oranlardadir. Prostat spesifik antijenin (PSA) prostat
kanseri tanisinda kullanilmaya baslamasindan sonra 1986-1992 yillar1 arasinda prostat

kanseri insidansinda bir artis olmus bundan sonrada diismeye baglamistir. PSA testinin



yayginlagsmas1 ile lokal hastalik insidansi artarken metastatik hastalik insidansi
azalmaktadir (Stephenson RA. vd 1995). Genetik yatkinlik ve cevresel faktorlerin

prostat kanserinin etiyolojisinde etkili olabilecegi ileri siirtilmektedir.

2.1.4. Risk Faktorleri:

Prostat kanseri i¢in bir takim potansiyel risk faktorlerin oldugu belirtilmektedir. Bu
faktorler; yas, 1rk, aile hikayesi, diyetle aliman yag ve hormonlar, vazektomi, A vitamini

ve diisiik D vitamin diizeyleri olarak sayilabilmektedir (Reiter DE. vd 2002).

2.1.4.1. Yas:

Prostat kanserinin yasla cok kuvvetli iliskisi bulunmaktadir. Birgok diger organ
kanserinde belirli bir yasta insidans belirgin olarak artmaktadir. Fakat prostat kanserinde
belli yas araliginda insidansin artmasindan ziyade, insidansta yasin artigina paralel bir
yiikselme bulunmaktadir. 50 yas iistii erkeklerde hem goriilme siklig1 hem de kanserden
Oliim orani yasa bagli olarak artar. 40 yasin altinda prostat kanseri gelismis olmasi riski
1/10.000, 40-59 yas arasinda 1/103 ve 60-79 yas arasinda 1/8 olarak belirtilmektedir
(Stephenson RA vd 1995).

2.1.4.2. Irk:

Prostat kanseri insidansi diinya capinda biiyiik degiskenlik gostermektedir. Uzak
doguda yasayanlar bati iilkelerinde yasayanlara gore 100°e 10 gibi bir oranda daha az
yakalanma riski gostermektedir. Japonlarda goriilen diisiik insidansin diyet ve yasam
tarz1 faktorlerinden dolayr oldugu belirtilmektedir. ABD’de yasayan siyah derili
erkeklerde prostat kanseri insidansinin ve mortalitesinin beyazlara gore daha yiiksek
oldugu ve bunlarda metastatik hastaligin daha fazla oldugu bilinmektedir. Prostat
kanserinin tiim evreleri géz Oniine alindiginda 5 yillik yasam oranlar1 zencilerde % 87,

beyazlarda ise % 94 olarak belirtilmektedir (Ross RK vd 1992).



2.1.4.3. Aile oykiisii:

Prostat kanseri birinci derece akrabalarinda bulunan kisilerde risk 2-3 kat
artmaktadir. Prostat kanserlerinin % 9’unda genetik yatkinlik gosterilmistir.
Akrabalarinda prostat kanseri olanlarin prostat kanserine yakalanma riski yaslari ile ters
orantili olarak artmaktadir. Elli yasinda ve birden fazla akrabasinda prostat kanseri olan
bir kisinin oglu veya babasi, 70 yasinda ve etkilenmis bir akrabasi bulunmayan kisinin
oglu veya babasina gore prostat kanseri igin 5-11 kat daha fazla risk tasimaktadir

(Carter BS vd 1993).

2.1.4.4. Diyet:

Prostat kanseri gelisim riskinin yag tiiketimi yliksek oranda olan kisilerde arttig1 ileri
siiriilmektedir. Bu hipoteze gore diyetle alinan fazla miktarda yag, seks hormonlarinin
sentezini arttirmakta bu da prostat bezinde kanser riskini arttrmaktadir. Diislik vitamin
D diizeylerinin ve yliksek oranda kalsiyum tiiketiminin de prostat kanseri riskini
artirdig1 gosterilmistir. Ayrica vitamin E, selenyum ve yiiksek oranda likopen igeren

domatesin prostat kanseri riskini azalttig ileri stiriilmektedir (Chan JM vd 1998).

2.1.4.5. Hormonlar:

Normal prostat gelisimi i¢in testosteron ve onun daha etkin bir metaboliti olan
dihidrotestosteron  gereklidir. Prostat kanseri, testosteronu dihidrotestosterona
doniistiiren 5 alfa rediiktazin konjenital eksikligi olan insanlarda goriilmez. Fakat prostat
kanserinde androjen ve Ostrojenlerin kesin rolleri tam olarak anlagilamamaistir (Ross RK

vd 1998).

2.1.4.6. Diger:

Prostat kanseri riskinin vazektomili hastalarda arttigi, bazi caligmalarda prostat
kanserine yakalanma yasmin 35’e indigi belirtilmistir. Diizenli fiziksel aktivitenin de

kanser yakalanma riskini azalttig1 ileri siirtiilmektedir (Ross RK vd 1998).



2.2. POLIMORFiZM VE KANSER
2.2.1. Polimorfizm

Insan DNA'sinm yaklasik % 99,9u iki insan arasinda aynidir ve insanlardaki genetik
cesitlilik DNA zincirindeki kii¢iik farklardan kaynaklanmaktadir. Bazi DNA
sekanslarindaki farklar insan fenotipini etkilememekte bazilari ise direkt hastaliga neden
olmaktadir. Bu iki u¢ arasinda anatomik, fizyolojik, tedaviye cevap, ilaclara karsi yan
etki, enfeksiyonlara yatkinlk, kansere yatkinhik ve kisilik o6zellikleri gibi genetik
farkliliklar yer almaktadir (Basaran N. 1999).

Bir genin 6zgiin bir kromozom bdlgesinde (lokus) veya DNA dizisinin birkag
alternatif formundan her biri “’allel’” olarak adlandirilmaktadir. Gen lokusu kromozom
lizerinde belirli bir karaktere ait genetik bilginin yer aldigi bolgedir. Insanlar her
otozomal lokusunda biri anneden digeri babadan gelen iki allel bulundururlar. Belirli bir
popiilasyonda, belli bir gen lokusunda, bir allelin bulunma siklig1 allel frekans1 veya gen
frekansi olarak adlandirilir. Bir toplum genlerin dagilimi yani farkl gen lokuslarindaki
allel frekanslar1 ile karakterize edilebilir (Basaran N. 1999). Farkli genom
lokuslarindaki allellerde ¢ok c¢esitli mutasyonlar bulunmaktadir. Bu mutasyonlar
toplumda normal varyasyonundan kalitsal hastaliklara kadar uzanmaktadir.
Glinlimiizdeki rutin molekiiler teknikler ile bircok genetik hastaliktaki mutasyonlar
kolaylikla belirlenebilmektedir. Toplumdaki farkli mutasyonlarin tanimlanmas: ile
ailelerin genetik hastaliklar agisindan taranmasi ve genis popiilasyonlarin risklerinin

belirlenmesi miimkiin olabilmektedir.

Polimorfizm, DNA {izerinde herhangi bir genetik hastalia neden olmayan ancak
hastalik i¢cin bir risk faktorii olusturabilen degisikliklerdir. Bu degisikliklere suskun
niikleotid degisimleri denilmektedir. Allellerin genel popiilasyondaki kromozomlarin
% 1'inden fazlasinda bulunmasi ‘genetik polimorfizmi’ olusturmaktadir. Allelik siklig1
% I’den Kkiiclik ise buna ‘nadir varyantlar’ denilmektedir. Genlerin regiilator
(diizenleyici) bdlgelerinde bulunan polimorfik alleller genlerin transkripsiyonel
reglilasyonunu  etkileyerek  fenotipik  degisikliklere  neden  olabilmektedir.

Polimorfizmler, tekli baz degisiklikleri, parca kayb1 veya eklenmesi ile olusabilirler ve



siklikla genlerin protein kodlamayan bolgelerinde goriilmektedirler (Basaran N. 1999,

Weaver R. vd 1989).

Yapisal genlerde, amino asitleri kodlamak {zere sifrelenmis olan niikleotid
segmentlerine ekzon, sifrelenmemis olan niikleotid segmentlerine ise intron
denilmektedir (Basaran N. 1999, Weaver R. vd 1989). Protein sentezini kodlayan
fonksiyonel ve yapisal genlere tek kopya genleri denilmektedir. Hiicre, her genetik dizi
icin 1ki kopya igermektedir. Tek kopya genlerin olusumuna katilan DNA,
kromozomlarin icinde bulunan DNA’nin kiiglik bir kismini olusturmaktadir. Bu
bolgedeki DNA degisimleri proteinin fonksiyonunu degistirmektedir (Basaran N. 1999,
Meyer UA. 1997).

Spesifik bir DNA ¢ift sarmal sekansini tantyan ve DNA'y1 belirli bir bolgeden kesen
enzimlere ‘Restriksiyon Enzimleri’ denilmektedir. Eger polimorfizmler, bu
restriksiyon enzimlerinin kesim bodlgesinin yok olmasina ya da yeniden olugmasina
neden olurlarsa, bu durum kolaylikla saptanabilmektedir. DNA, bu enzimlerle
kesildiginde farkli uzunlukta pargalar olusur ve agaroz jel elektroforezinde molekiiler
boyutlara gore degisik pozisyonlarda goriiliirler. Bunlara; restriksiyon enzimi uzunluk
polimorfizmleri "Restriction fragment length polimorphism (RFLP)" denilmektedir

(Lewin B 1994).

Kodlamayan DNA segmentleri iki ana grupta incelenebilir;

Dagilmis tekrarlayan DNA dizileri: Uzunluklar: 500 baz ¢iftinden daha kii¢iik olan
ve tiim genoma dagilmis olarak bulunan dizilere SINE (short interspersed repeared
sequences) denilmektedir. Bu gruba ait ailelerden en onemlisi Alu tekrar dizisidir. Alu
ailesinin tiim genomdaki kopya sayist 500.000 kadar olup, uzunluklar1 300 baz ¢ifti
civarindadir. 5-6 kb uzunlugunda olan tekrar dizisine ise LINE (long interspersed

repeared sequences ) denilmektedir (Basaran N. 1999).

Dagilmamis tekrarlayan DNA dizileri: Bunlar genellikle kromozomlarin
heterokromatik bolgelerinde lokalize olmuslardir. Ayrica kromozomlarin sentromerik
ve telomerik bolgelerinde de bulunmaktadirlar. Tekrarlanan DNA sayis1 ayni ailenin

bireylerinde farkli olabilir. Hiicrenin yasami1 boyunca olusan replikasyonlar sirasinda



tekrar sayilar1 degisebilmektedir ve bu degisiklikler bir sonraki nesle aktarilmaktadir

(Basaran N.1999).

2.3. SITOKINLER

Sitokinler ¢oziiniir (salgilanan) proteinler veya glikoproteinler olup 6zel reseptor
ligandlarina baglanarak sinyal iletimi ve ikincil haberci yolaklar1 baslatir ve hedef
hiicrelerin aktivitesini kontrol eder veya ayarlarlar. Sitokinler pleiotropik bir gruptur ve
viicutta bircok organ sistemini etkilemektedir. Cesitli sitokinlerin biiylik derecede
etkilesiminden bir ag olusur. Bu etkilesim gen aktivasyonu veya baskilamasi ile
sonuglanir. Sitokinler; interlokinler, interferonlar ve tiimor nekrozis faktor gen ailesini
icermektedirler (Ken LJ 2002). Ayrica son zamanlarda yeni sitokinler (baslica
interlokin-10 homologlar1) tanimlanmistir (Zdnaov A. 2004). Sitokinler birkac kritere
gore smiflandirilabilir. Bu siniflandirma bazen onlar1 iireten hiicre tipine gore yapilir.
Bununla birlikte en yaygmn olan smiflandirma sisteminde, sitokinler, Th1l (pro-
inflamatuvar sitokinler, TNF-a ve interlokin-1 gibi) ve Th2 (anti-inflamatuvar
sitokinler, interlokin-10 ve interlokin-4 gibi) olmak iizere iki gruba ayrilir. Bu
smiflandirma sadece bir genellemedir ve baz sitokinler (IL-6 gibi), etkilesime karisan
hiicre tipine gore hem pro-inflamatuvar hem de anti inflamatuvar etki gosterebilir.
Immiin sistemde sitokin uyarimma verilen farkli yamt, Th1/Th2 dengesini kontrol
edebilir. Bu dengenin her iki yonde de bozulmasi bir¢gok immiin ve enfeksiyonel

hastaligin klinigini 6nemli derecede etkilemektedir (Keen LJ. 2002).

Sitokin iiretiminde goriilen bireysel farkhiliklarin, ilgili genlerin allelik
polimorfizmine bagl oldugu sanilmaktadir. Tek veya ¢ift yumurtal ikizleri ve akraba
olmayan bireylerde bulunan farkliliklarin arastirilmasi sitokin salimimminda kalitsal
farkliliklar1 ortaya c¢ikarmustir (Reuss E. vd 2002, Westendorp RG vd 1997). In vitro
hiicre kiiltiiriinde, sitokinler agisindan goriilen bireysel farkliliklar kismen bu genlerin
mikrosatellit veya tek niikleotid polimorfizmine baglanmistir (Warlae MC vd 2003). Bu
gibi degisiklikler baz1 hastaliklara yatkmlikla baglantili olup hastaligin siddeti ve
ilerlemesine katkida bulunabilir (Yilmaz V vd 2005). Son zamanlarda sitokin, sitokin
reseptor gen polimorfizmleri ve bu polimorfizmlerin immiin dengeyi nasil etkiledigi
bilimsel 1lgi odag1 olmustur (Keen LJ. 2002). Sitokinler ve ilgili reseptorlerin yiiksek
derecede polimorfik oldugu gosterilmistir (Bidwell J vd 1999). Bu polimorfizmler; tek



niikleotid polimorfizmler (SNPs), degisken sayida ardisik tekrar (VNTRSs)
polimorfizmleri ve mikrosatellit polimorfizmleri olmak {izere ii¢ bicimde goriiliir (Keen
LJ. 2002, Gibson AW vd 2002). Sitokinler ve reseptdrlerinin genlerinde bulunan
polimorfizmlerin biiyiik ¢ogunlugu promotdr, intron ve 3’ translasyona ugramayan
bolgelerde yer almaktadir. Genin translasyona ugramayan bolgelerindeki bu dizi
degisiklikleri yine de gen ifadelenmesi ve islevini etkileyebilir. Promotoér bolge
polimorfizmi transkripsiyon diizenleyici elementleri bozar veya durdurabilir (Keen LJ.

2002).

Sitokin polimorfizmi genellikle hastaliga yatkinliktan ziyade hastaligin etiyolojisini
etkilemektedir. Belirli bir polimorfizm biiyiik ithtimalle; 6zgiil belirtiler, sonuclar veya
tedavi siirecine 6zel reaksiyonlar ile karakterize olan bir hasta alt grubunu tanimlar.
Sitokinlerin pleitropizmi ve etkili olduklar1 genis ag sistemi gdz Oniine alinirsa bu hig

sasirtic1 degildir (Keen LJ. 2002).

2.3.1. IL-10 Geni

IL-10 geni 1. kromozomun uzun kolu iizerinde (1q31-32) haritalanmistir (Moore
KW vd 2001, Huang YC vd 2005). Bu gen, bes ekzondan olusan 5,1 kb’lik bir DNA
dizisini kapsamaktadir (Tone M vd 2000). IL-10 geninin -30’dan -24’e kadar olan
bolgesinde tipik bir TATA kutusu (TATAAAA kutusu) vardwr. Bu, IL-10
ekspresyonunun (diger bir¢ok sitokin geni gibi) TATA tipi promotdr araciligr ile
diizenlendigini gostermektedir (Tone M vd 2000).

IL-10 geninin ifadelenmesi sonucu, ~2 kb’lik mRNA (hIL-10) ortaya ¢ikar (Moore
KW vd 2001, Vieira P vd 1991). IL-10, genellikle bir aktivasyon uyarisina yanit olarak
cesitli hiicrelerde ifade edilir ve ekspresyonu farkli hiicrelerde (6rnegin T hiicreleri ve
monositler/makrofajlar) farkli mekanizmalarla diizenlenir. IL-10 geninin bir dereceye
kadar yapisal olarak transkripsiyona ugradigi ve daha sonra post-transkripsiyonel RNA
degradasyon mekanizmalarinin degisimi ile kontrole maruz kaldigi 6ne siiriilmiistiir.
Yapisal ekspresyon ve postranskripsiyonel diizeyde kontroliin kombinasyonu, iltihaba
kars1 homeostatik cevabin hizli bir sekilde ortaya ¢ikmasina izin verir (Moore KW. vd

2001).
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IL-10 gen ekspresyonu SP1 ve SP2 transkripsiyon faktorleri aracilig ile diizenlenir.
Bu transkripsiyon faktorleri yapisal olarak ifade edilir ve G + C’ce zengin dizilere (GC
kutusu) baglanir. Ancak bu faktorlerin, IL-10 promotorii tizerindeki baglanma dizisi GC
kutusu yerine ¢ekirdek olarak CCTCCT dizisi igeren sis etkili bir elementtir (Tone M.
vd 2000). Ikizler ve aile ¢alismalarindan elde edilen sonuglar, IL-10 iiretimindeki
degisikligin yaklasik % 50-75’inin genetik olarak belirlendigini gdstermistir (Reuss E.
vd 2002, Westendorp RG. vd 1997). IL-10 mRNA sentez hizi1 ve en sonunda sitokin
iiretimi genin nihai yapilanisia baghdir (Crawley E. vd 1999, Eskdale J. vd 1998).

6606681 pr [ 207042565 )

YREG e HEPHAPK sy IL10d TL Y ey 1|20
RPS14PL 4o

Sekil 2.2 insan IL-10 Geni (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3586)

2.3.2. IL-10 Geninde Bulunan Polimorfizmler

IL-10 geni polimorfiktir ve bu polimorfizm farkli bireylerde iiretilen sitokin
diizeylerinde nicel varyasyonlara neden olur (Kalish RB vd 2004). IL-10, hastaliklara
genetik yatklik ile baglantiidir. [n vitro ortamda, IL-10 iiretim diizeyindeki
farkliliklar, temel olarak kalitsal bir bilesenden etkilenmektedir. 1L-10 promotor
polimorfizmi hastaliklardaki genetik yatkinligin molekiiler temelini olusturabilir
(Westendorp RG vd 1997). Insan IL-10 geninin 5’ ucundaki dizilimde birkag
polimorfizm dikkate alinmistir. Bu polimorfizmler, transkripsiyon baslama noktasindan
~1,2 kb ve ~4 kb 5" uca dogru (upstream) iki bolgede bir¢ok (CA)n tekrarindan olusan
mikrosatellit polimorfizmler (IL-10.R ve IL-10.G) ve — 1082 (G/A) (rs1800896 G/A), —
819 (T/C) (rs1800871T/C) ve — 592 (A/C) (rs1800872A/C) pozisyonlarinda baglantili
(linked) ii¢ SNP’den ibarettir (Moore KW vd 2001, Eskdale J vd 1997). IL-10
promotdriiniin tam olarak belirtilmemesine ragmen bu polimorfizmlerin promotor
bolgesinde yer aldig1 varsayilmaktadir (Moore KW vd 2001). Ayrica IL-10 distal
promotor bolgesinde diger SNP’lerin (— 2763, — 2849, — 3575 pozisyonlarinda) de
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bulundugu bilinmektedir (Vieira P. vd 1991). En ¢ok arastirilan SNP’ler, transkripsiyon
baslama noktasnin 5’ yoniinde - 1082(G/A), — 819(T/C) ve — 592(A/C)
pozisyonlarinda bulunan polimorfizmler olmustur. Bu {ii¢ dimorfizm, 6zellikle -
819(T/C) ve —-592(A/C) polimorfizmleri, giicli baglant1 dengesizligi (linkage
disequilibrium) gosterir (Huang YC vd 2005, Opdal SH 2004).

Bu ii¢ SNP’nin, IL-10 ekspresyon diizeyi ile baglantili oldugu gosterilmistir ancak
farkli sonuglar elde edilmistir (Reuss E vd 2002, Crawley E vd 1999, Eskdale J vd
1999). 1082 G/A, ETS faktorii baglanma yeri sanilan bir bolgede ve — 819 T/C, pozitif
diizenleyici bolgede yerlesmistir. —592 A/C ise, bir STAT3 baglanma yeri ve negatif
diizenleyici bolge olabilir (Gibson AW v 2001, Crawley E vd 1999). Bununla birlikte,
bu polimorfizmlerin fonksiyonel ilintisi, onlarin bazi immiin-inflamatuvar hastaliklarin
iizerinde (siddet ve yatkinlik acisindan) etkili oldugundan yola ¢ikarak saptanmistir

(Kingo K vd 2005).

IL-10 geninin —1082 G alleli ve G igeren haplotipleri yiiksek IL-10 ekspresyon
diizeyi ile ilgili bulunmustur (Kingo K vd 2005). Baska bir calismada —1082 A alleli
diisiik IL-10 iiretimi ile baglantili oldugu gosterilmistir (Yilmaz V vd 2005). Ancak
diger bir calismada, — 1082 polimorfizmi IL-10 diizeyini etkilememis ve — 819 T alleli
yiiksek IL-10 diizeyi ile baglantili bulunmus (Ma SL vd 2005). Diger taraftan periferik
kan mononiikleer hiicrelerin (PBMC) Concavalin (ConA) ile uyarilmasi sonrasinda,
promotor —1082 GG genotipi ile diisiik IL-10 iiretimi arasinda baglant1 bulunmustur
(Warlae MC vd 2003). Akraba olmayan ve saglam goniillillerde, —819 T allelini
tastyanlarda, homozigot —819 C allelini tasiyanlara gore daha yiiksek IL-10 diizeyi
gosterilmistir. Buna karsm, diisiik 1L-10 ekspresyonu, —819 C ve —592 C alleli ile
baglantili bulunmustur ve — 1082A/— 819C/— 592C haplotipini tasiyanlarda IL-10
iiretiminin diisiik olabilecegi bildirilmistir (Ma SL vd 2005). Diger bir ¢alismada ise —
592 C allelinin in vitro ortamda yiiksek IL-10 iiretimi ile baglantili oldugu rapor
edilmistir (Edwards-Smith CJ vd 1999).

Ustelik IL-10 distal promotdr bdlgesinde bulunan diger SNP’lerin (— 2763, — 2849, —
3575) de IL-10 {retimini etkiledigi ©ne siirilmiistiir ancak proksimal promotor

pozisyonlar ile olusan genis haplotiplerin sitokin diizeyleri ile baglantis1 tam olarak

aciklanmamistir (Gibson AW vd 2001).
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Genotip ve haplotiplerin dagiliminda carpict etnik farkliliklar vardir (Ma SL vd
2005). Bazi polimorfizmler sadece belirli popiilasyonlarda bulunur (Lei SF vd 2003).
Bazilari ise farkl allel sikliklar1 gosterir. Bu, genetik polimorfizm ve hastalik arasindaki

baglant1 lizerinde agikga bir gizleyici etkiye neden olabilir (Ma SL vd 2005).

Bir¢cok arastirmadan elde edilen sonuglar, IL-10 promotdr haplotiplerinin bazi
hastaliklara yatkinlik veya hastaliklarim siddeti ile baglantili oldugunu gostermistir.
Belki de, en giicli baglant1 Sistemik Lupus Eritematozis (SLE) hastaliginda
goriilmiistiir (Moore KW vd 2001). Bu hastalikta, IL-10’un ytiksek ekspresyonu ve ilgili
alellerinin nedensel veya agirlastirict rolii oldugu oOnerilmistir (Moore KW vd

2001,Gonzales-Amaro R vd 1998, Rood MJ vd 1999).

IL-10 anti-inflamatuvar ve anti-angiogenik 6zellikleri olan bir sitokindir. IL-10’un
anti-inflamatuvar 6zelliklerinin timor hiicrelerinin immiin denetimden kagmalarma izin
verebilen pro-tiimérogenik potansiyele sahip olduklar1 varsayilmaktadir. IL-10 ayrica
hem hayvan hem de in-vitro modellerde tiimdr gelisimini ve angiogenezi arttirdigi

gozlemlenmistir (Huang S vd 1996, Stearns ME vd 1999).

Yapilan bir¢ok calisma IL-10’un genetik varyasyonlariyla ve kanserle iliskisine
dayalidir (Howell WM, Rose-Zerilli MJ 2006). Bu c¢alismalarin ¢ogu IL-10’un
promotor bolgesinde meydana gelen -1082 G>A, -819 C>T ve -592 C>A allellerini de
iceren ve ‘yiksek’ (GCC/GCC) ya da ‘diisiik’ (ATA/ATA) expresyon genotipleriyle
sonuclan bir ya da birden fazla tek niikleotid polimorfizmine (SNPs) odaklanmaktadir ki
bu caligmalar stimiile edilen periferik kan lenfositlerinden IL-10 {iriinii 6l¢timleri baz
almarak yapilmistir (Edwards-Smith CJ vd 2006, Turner DM vd 1997). 22 calismanin
17°sinde timor tipine gore iligkinin yonii degismesine ragmen IL-10 genotipiyle
duyarhlik, sagkalim, satha ve tiimOr karakteristigi arasinda anlaml iliskiler
bulunmustur. Yiksek IL-10 genotip liretimi bazi solid kanserlerde (servikalkardsa
gastrik gibi ) yliksek IL-10 genotip iretimiyle iliskiliyken, diisiik IL-10 iiretimi artan
duyarhlikla ve ileri diizeydeki cesitli kanser safthalariyla iliskilidir (deri, malignant
melanom ve renal hiicre karsinomu gibi) (Howell WM, Rose-Zerilli MJ 2006). Yapilan
calismalarin Gigiinde 1L-10-592 SNP (Eder T vd 2007) , -1082 G>A ve -592 SNPs (Xu J.
vd 2005) , -819 C>T ve 210 T>C IL-10 SNPs’lerle (Michaud DS vd 2006) IL-10
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arasinda herhangi bir iliski bulunmazken, birinde diisiik IL-10 -1082 AA genotipiyle

prostat kanseri arasinda (McCarron SL vd 2002) anlamli pozitif bir iliski bulunmustur.

IL-10’un genetik varyasyonu ve prostat kanseriyle ilgili bu raporlar ¢eliskili olsa da
diisiik IL-10 seviyesinin prostat kanserindeki tiimorogenezi arttirabilecegi hipotezini
destekleyen hayvanlarla ve in vitro ortamda yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilmis
veriler de vardir. Stearn ve arkadaglari, IL-10’un eksprese edildigi insan prostat kanserli
hiicrelerin immunocompromise farelere orthotopikal olarak implant edilmesiyle IL-
10’un eksprese edildigi hiicrelerde daha kiiciik tiimorlerinin, daha az metastazin ve artan

sag kalimin oldugunu belirlemislerdir (Stearns ME, Wang M 1998).

Bu nedenle diistik IL-10 tireten genotiplerin (-1082AA,-819TT, -592AA gibi ) artan
prostat kanser riskiyle iligkileri arastirilmistir. Ayrica ikinci bir hipotez olarak diisiik IL-
10 ireten genotiplerin tiimdr karakteristigiyle iliskisi oldugunu gdsteren baska bir
deneysel ¢alisma da yapilmistir. IL-10 ve prostat kanseriyle genetik varyasyon iliskisi
arastirilmis ve sonugta IL-10’daki genetik varyasyonun prostat kanserine duyarlilikta ve

yiiksek seviyedeki hastaliklarda etken oldugu sonucuna varilmistir.

2.3.3. IL-10’un Prostat Kanseriyle Tliskisi

Prostat ve diger kanserli hastalarda 1L-10 diizeyleri siklikla yiiksektir ve bu durum
invazif hastaliklarla, diisiik klinik belirtilerle progresyonla ve metastazla iliskilidir
(Stearns ME. vd 1999, Kong FM. vd 1996, Howell WM. vd 2001). Bu nedenle sitokin
aracili angiogenezi inhibe eden terapotik ajanlar, timor gelisimini de inhibe edebilir ve

klinik belirtilerin gelisimini saglayabilir (Tan WW 2006).

Prostat kanserinin bir tiir immiinolojik rahatsizlik oldugu diistiniilmekteydi ancak
yapilan arastirmalar gosteriyor ki prostat, lenfatik bir sisteme sahiptir ve inflamatuvar
bagisiklik yanit1 olusturabilir ve bu yanitlar prostat kanserinin prognozuyla iligkili
olabilir (Sarah McCarron vd 2002). Ayrica ¢evresel ve genetik faktorler de prostat

kanseri patojenezinde rol oynayabilir (Kesarwani vd 2009).

IL-10 kanser gelisiminde cift yonlii kili¢ gibi davranan 6nemli bir sitokindir, ancak
altta yatan esas mekanizma tam olarak bilinmemektedir. IL-10 tiimdr immiinitesini

baskilar ve kanser hiicre toleransina destek saglar (Richter G. vd 1993, Nabioullin R. vd
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1994). Bunun aksine IL-10 makrofajdan iretilen angiogenik faktorleri (vaskiiler

edoteliyal biiylime faktorii gibi.) inhibe ederek tiimoér gelisimini ve metastazi

baskilayabilir (Stearns ME. Wang M 1998, Balkwill F., Mantovani A 2001).

IL-10’a benzer olarak, TGF-B1 kanser gelisiminde farkli roller iistlenebilir (Derynck
R. vd 2001). Normal epitel, endotel ve hematopoietik hiicrelerde TGF-1 farklilagsmay1
destekleyerek ve proliferasyonu inhibe ederek tiimor gelisimini baskilar. Tiimérogenez
esnasinda TGF-B1 sinyal yolagindaki hasarlar kanser hiicrelerinin TGF-B1 aracili
biliylime inhibisyonuna kars1 direngli hale gelirler ve tiimdr invazyonu ve metastatik

potansiyeli gelistirerek angiogenezi ve immiinosupresyonu arttirirlar.

IL-10’un anjiyogenezdeki rolleri g6z oOniine alindiginda IL-10’un diisiik
ekspresyonlu allelleri diger allellerle karsilastirildiginda PCa riskini ve timor seviyesini

daha fazla arttirdiklar1 belirlenmistir ( Robinson CJ, Stringer SE 2001).
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3. MATERYAL ve METOD

Tez ¢aligmamizda prostat kanseri olgularinda IL-10 -592, -1082, polimorfizmlerinin
arastirilmasi ve bu polimorfizmlerin allel sikliklarinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
amacla ilk olarak Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali’nda
prostat kanseri tanis1 konmus hastalardan almman ve arsivlenen malign ve benign
parafine gomiilii dokular secilmis, bu dokulardan sirasiyla DNA izolasyonu ve Real

Time PCR yOntemiyle polimorfizm tayini yapilmistir.

3.1.0rnek Secimi

Calisma grubu Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali’na
basvuran hastalardan benign ve malign prostat tiimor tanist almis olgulardan
olusturulmustur. Bu hastalara ait Pamukkale Universitesi, Tip Fakiiltesi, Patoloji

Anabilim Dali arsivinde bulunan dokular kullanilmistir.

Bu c¢alismada 20 adet benign ve 20 adet malign olmak tlizere toplam 40 prostat
timorlii hastadan elde edilen parafinli doku arsivlerinde IL-10-592, 1082

polimorfizmleri saptanarak polimorfimlerin allel sikliklar1 belirlenmistir.

3.2. Parafine Gomiilii Dokulardan Genomik DNA izolasyonu

40 olguya ait formalinle tespit edilmis parafine gédmiilii doku 6rneklerinin genomik
DNA izolasyonu spin kolon teknolojisi kullanilarak (QIAamp DNA mini kit, Qiagen )
kit yardimu ile gerceklestirilmistir.

3.2.1. DNA Safliginin Belirlenmesi ve Konsantrasyon Hesaplanmasi

1:50 oraninda sulandirilan DNA’nin safligit ve miktar1 260nm / 280nm dalga
boyunda o6l¢iildii ve spektrofotometrik olarak degerlendirildi (Eppendorf Bio
Photometer). Optik dansite,eo / Optik Dansite,sp oranmin 1,8 olmast DNA’nin safligini
gostermektedir. Calismamizda elde ettigimiz DNA’larin safliklarinin ortalamasi 1,84

olarak belirlenmistir.
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DNA miktar1 (pg/ml), 50*0OD,¢0 *Sulandirma Faktorii (50) formiilii kullanilarak
hesaplandi. 1 {nitenin 260 nm’deki optik dansitesi 50 pg DNA/ml’ye karsilik
gelmektedir. Malign ve benign olmak iizere toplamda 40 adet dokunun DNA izolasyonu

yapilmis olup DNA miktarlar1 ortalama 43,53 pg/ml olarak hesaplanmistir.

3.3. Sitokin gen polimorfizmlerinin Real -Time PCR ile Belirlenmesi

IL-10-1082 ve IL-10 592 sitokinlerine ait genlerde gozlenen tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP’ler) i¢in National Center for Biotechnology Information (Ulusal
Biyoteknoloji bilgi Merkezi, NCBI) veri tabaninda tanimlanan bolgeler kullanildi.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP ) (Tablo 3.1).

Tablo 3.1 IL-10-1082 ve -592 SNP’leri ve lokalizasyonlar

Gen SNP Lokalizasyonu SNP ‘accession number’
IL-10 -592 rs1800872
IL-10 -1082 rs1800896

IL-10-1082 ve -592 sitokin genlerine 6zgii SNP analizleri i¢in kullanilan primerler
ve hibridizasyon problarmin dizayni yapildi ve sentezletildi. (TIB Molbiol, Berlin,
Almanya). Calismada kullanilan primer setleri ve hibridizasyon prob dizilimleri Tablo

3.2. ve 3.3.°de verilmistir.

Tablo 3.2 IL-10-592 SNP analizinde kullanmilan primerler ve hibridizasyon

problarimin baz dizilimleri (5°—3)

Primer antisense 5’- CCTAGGTCACAGTGACGTGG - 3
Probl1 5’- AGCCTGGAACACATCCTGTGACCCC - 3’FL*

Prob2 **640-5’- CCTGTCCTGTAGGAAGCCAGTCTC -3’
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Tablo 3.3 IL-10-1082 SNP analizinde kullanilan kullanilan primerler ve

hibridizasyon problarinin baz dizilimleri (5°—3’)

IL-10-1082

Primer sense 5’- CTCGCTGCAACCCAACTGGC -3

Primer antisense 5’- ATGGGGTGGAAGAAGTTGAA- 3’

Probl1 5’- GGATAGGAGGTCCCTTACTTTCCTCTTACC- 3’FL*
Prob2 **640-5’-CCCTACTTCCCCCTCCCAAA -3

SNP analizi i¢cin LightCycler 480 II gercek-zamanli PCR sistemi (Roche, Almanya)
kullanildi. Dizayn edilen primer-prob setleri kullanilarak gercek-zamanli PCR
protokoliiniin optimizasyon caligmalar1 yapildi. Optimizasyon ¢alismalar1 ile hem
amplifikasyon hem de erime egrisi analizleri igin protokoller belirlendi. Oncelikle hedef
bolge cogaltild1 ve sonrasinda amplikonun identifikasyonu, erime egrisi analizi (melting
curve analysis ) ile yapildi. Tablo 3.4.°de optimize edilen ger¢cek-zamanli PCR

reaksiyon karigimlar1 yer almaktadir.
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Tablo 3.4 IL-10-592 ve -1082 SNP analizlerine 6zgiin reaksiyon karisim

Icerik Hacim Final Konsantrasyon
PCR-grade su 6,4 ul -
MgCl, 1,6 pl 3uM
Primer sense 2 ul 0,5 uM
Primer antisense 2 ul 0,5 nM
Prob 1(FL) 2 ul 0,2 uM
Prob 2(L.C640) 2l 0,2 uM
Master Karisim* 2 ul 1X
DNA Ornegi 2ul -
Toplam Hacim 20 pnl uM

*Reaksiyon karigimi igin ‘LightCycler HybProbe Master’ kiti kullanildi. Master karisimi: FastStart Taq
DNA polimeraz, reaksiyon tamponu, MgCl, ve dNTP karisimmdan olugmaktadir.

PCR-grade su, Mgcl, primerler, problar ve Master karigimi (FastStart Taq polimeraz,
reaksiyon tamponu, niikleotid karisimi ve 10mM MgCl, ) belirtilen sira ile ve belirtilen
miktarlarda karistirildiktan sonra, 18 pl hacimde olacak sekillere kapillere aktarildi.
Kapillere aktarilan her reaksiyon karigimi tizerine 2 pul DNA 6rnegi eklendi. Negatif
kontrol 6rneginde DNA yerine 2 pl ‘PCR-grade’ su kullanildi. Toplam 20 pl reaksiyon
karisimi iceren kapilerler, karusel yardimi ile gergek-zamanli PCR sistemine

yerlestirildi. Tablo 3.5.-3.6’da ger¢ek-zamanli PCR protokolleri yer almaktadir.
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Tablo 3.5 IL-10-592 SNP analizi icin gercek-zamanh PCR protokolii*

Analiz modu Dongii  Segment Hedef Is1 Siire  Kazanim Modu
Pre-inkiibasyon
1 95°C 10 dk
Amplifikasyon
Denatiirasyon  95°C 10sn -
40 Annealing 55°C 10sn  Tek
Ekstensiyon ~ 72°C 17sn -
Erime Egrisi 95°C Osn -
55°C 30sn -
85°C 0 sn Stirekli
Slope:0,2°C/sn
Sogutma
1 40°C 30sn -
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Tablo 3.6 IL-10-1082 SNP analizi icin gercek-zamanh PCR protokolii*

Analiz Modu Dongii  Segment Hedef Is1 Siire  Kazanim Modu

Pre-inkiibasyon
1 95°C 10 dk
Amplifikasyon
Denatiirasyon  95°C 10sn -
40 Annealing 60°C 10sn  Tek
55°C
Isn
Slope:0,2°C/sn
Ekstensiyon ~ 72°C 10sn -
Erime Egrisi 95°C Osn -
45°C 30sn -
75°C 0 sn Stirekli
Slope:0,2°C/sn
Sogutma
1 40°C 30sn -

* Gergek-zamanli PCR protokolii; Pre-inkiibasyon: Enzim aktivasyonu ve kalip DNA’nin denatiirasyonu,
Amplifikasyon: Hedef bolgenin primerler yardimiyla ¢ogaltilmasi, Erime egrisi: Amplikona ait genotipin
belirlenmesi (SNP analizi), Sogutma: Sistemde yer alan rotorun ve termal haznenin sogutulmasi
basamaklarmi igermektedir.

Optimize edilen protokollerde belirtilen reaksiyon kosullarma gore, primerler
kullanilarak hedef SNP’yi iceren DNA parcalar1 ¢ogaltildi. Amplikonlarin varhgi,
ozgiin hibridizasyon prob setleri kullanilarak floresan artis1 ile belirlendi. Ozetle
sistemdeki floresan degeri su sekilde olgiilmektedir: Ozgiin hibridizasyon prob seti,
cogalan hedef bolgede yer alan dizilerle hibridize olabilen iki farkli oliigoniikleotitten

olugsmaktadir. Bir prob, 5’ ucunda ‘LightCycler Red 640-N-hydroxy-succinimide ester
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(Red 640-NHS ester)’ (alic1 boya) ile isaretlidir ve 3’ ucu fosforilasyonla modifiyedir.
Diger probun ise 3’ ucu fluoresin (dondr boya) ile isaretlidir. iki prob, hedef DNA’da
birbirlerine olduk¢a yakin hibridize olduklarinda (1-5 nt), gercek-zamanli PCR
sisteminin mavi 151k kaynagi dondr boyay1 (floresin) harekete gecirir ve uzun bir dalga
boyunca yesil floresan 15181 sacilir. Dondr ve alict boyalar birbirlerine ¢ok yakin
olduklarinda, sagilan bu enerji ikinci bir hibridizasyon probundaki alic1 boyay1 harekete
gecirir ve farkli bir dalga boyunda 1s1k sagilir. ‘Floresan Rezonan Enerji Transferi’

(FRET) olarak adlandirilan bu enerji transferi, iki prob arasindaki mesafeye baglidir.

Amplikonlarin varliginin belirlenmesinin ardindan, amplikonlarin identifikasyonu
icin, yani SNP analizi i¢in erime egrisi analizleri yapildi. Bu asamada, oncelikle
sistemin 1s1smm arttirilmasina (6rnegin 95 °C’ye ¢ikmasma) olanak saglandi. Daha
sonra 1s1 dustliriildi ve tekrar artmasi saglandi ve 1s1 artis1 sirasinda her 0,1°C’de
sistemde var olan floresan i¢in okuma yapildi. Gergek-zamanli PCR sistemi yazilim
programi ile her bir 6rnege ait 640 nm dalga boyunda 6l¢iilen floresanin negatif tiirevini
1stya gore degerlendiren ve amplikona ait erime derecesini (Tm) gdsteren grafikler elde
edildi. SNP genotiplenmesinde, erime egrisi analizi ile isaretli prob ve amplikon
arasindaki tek bir yanlis eslesmenin (mismatch) erime derecesini 6nemli oranda
azaltacag1r gerceginden yararlanilmistir. Dolayisiyla destabilize mismatch igeren
prob/amplikon hibridleri ile miikemmel eslesen prob/amplikon hibridlerinin erime
dereceleri kolaylikla gozlemlenebilir ve karsilastirilabilir. Calismada analiz edilen
SNP’ler icin prob dizaynlar1 bazi SNP’ler i¢in normal genotipe, bazi SNP’ler i¢in
polimorfik genotipe 6zgiin yapildigindan, erime derecelerine gére normal homozigot
genotip, heterozigot genotip ve polimorfizme 0Ozglin homozigot genotip ayrimi

yapilmistir.
Istatistiksel Analiz

IL-10-592 ve IL-10-1082 sitokin gen polimorfizmlerinin gruplar arasindaki dagilim
yiizdeleri hesaplandi. Istatistiksel analizler icin SPSS 17,0 paket programi kullanildi.
Sitokinlere ait gen polimorfizmleri ile olgu gruplar1 arasindaki iliski Mann Whitney-U
testi ile degerlendirildi. Testler sonucu elde edilen ‘p’ degerleri 0,05’den kiiclik ise
anlamli olarak kabul edildi. Ayrica IL-10-1082 allel siklig1 Hardy Weinberg esitligi ile

hesapland1. (http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml)
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4.BULGULAR

Caligmadaki IL-10-592, -1082 sitokin genlerine ait SNP analizleri asagidaki Sekil
4.1°de sunulmus olup SNP dagilimlarinin malign ve benign prostat hiperplazisi tasiyan

bireylerden olusan gruplardaki karsilagtirmali sonuglari tablo 4.1°de verilmistir.

4.1. IL-10-592 SNP Analizi

IL-10-592 SNP’ne 6zgiin amplifikasyon egrisi ve erime egrisi analizleri sirasiyla

asagidaki sekillerde gosterilmistir.

Amplification Curves
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Sekil 4.1. IL-20-592 SNP’ne 6zgiin amplifikasyon egrisi



23

Melting Curves
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Sekil 4.2 1L-10-592 SNP’ne 6zgiin erime egrisi
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Sekil 4.3 1L-10-592 SNP’ne 6zgiin erime analizi

IL-10-592 sitokinine ait polimorfizmlerin genotip dagilim1 malign ve benign olgu
gruplar1 arasinda karsilastirildiginda benign prostat tiimorii tagiyan grupta 9 adet ‘CA’
genotipi, malign prostat timorii tasiyan grupta ise 7 CA’, 4 ‘AA’ genotipine

rastlanmustir.
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IL-10-1082 SNP’ne 6zgiin amplifikasyon egrisi ve erime egrisi analizleri sirasiyla

asagidaki sekillerde gosterilmistir.
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Sekil 4.4 1L-10-1082 SNP’ne 6zgiin amplifikasyon egrisi
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Melting Peaks
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ekil 4.6 IL-10-1082 SNP’ ne 6zgiin erime analizi
g

IL-10-1082 SNP’ ne 6zglin genotip dagilimi malign ve benign prostat tiimori tasiyan
olgu gruplar: arasinda degerlendirildiginde malign prostat tlimorii tasiyan grupta 4 adet
homozigot mutant ‘AA’ 6 adet heterozigot ‘GA’ ve 6 adet homozigot ‘GG’( wildtype)
genotipine rastlanmistir. Benign tiimorlii grupta ise 1 adet ‘AA’, 6 adet ‘GA’ genotipi

gozlenirken 12 hastada ‘GG’ genotipine rastlanmistir.

Tablo 4.1 Sitokin genlerine 6zgiin SNP’lerin calisma gruplarina gore dagihm

oranlar
SNP genotipleri Benign Prostat | Malign Prostat
1L-10-592
C/C genotipi(wild type) | 0 (20) 0(20)
C/A genotipi 9(20) 7 (20)
AA genotipi 0(40) 4 (20)
1L-10-1082
AA genotipi 4 (20) 1(20)
A/G genotipi 6 (20) 6 (20)
G/G genotipi(wild type) | 6 (20) 12 (20)
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Calisma grubu 20 malign 20 benign tiimorli hastalardan olusmasma kargin Real
Time PCR sonucunda IL-10-592 polimorfizmi i¢in analizi yapilabilen 9 benign, 11
malign Ornek bulunmaktadir ve 20 Ornek c¢alisma dis1 brrakilmistir. I1L-10-1082
polimofizmi i¢in ise 16 benign, 19 malign 6rnek bulunmaktadir. 5 6rnek ¢alisma disi

brrakilmistir

Tablo 4.2 Malign Prostath hastalarin gleason skorlar ve gozlenen polimorfizmler

Izole Edilen Malign Gleason Skorlar1 IL-10-592 IL-10-1082
Dokular

74H09 — RP5A 4+3) 7 AA GG
196H08 — RP4 (5+4) =8 AA GA
583H07 — LP5 (3+4) 7 AA GG
913H10 - LP9 (3+4) 7 CA GG
925H07 — RP4 4+3) 7 CA GG
925H07 — RP7 4+3) 7 CA GG
998HO7 — LP5 4+3) 7 CA GA
1181HO8 — RA4 (3+4) 7 - GA
1486H10 — 1B (3+3) <6 - GA
1719H10 — LA3 (3+3) <6 AA GG
1854H09 — LP9 (5+4) =8 - GG
2061H10 — LP4 (3+3) <6 - GG
2248H09 — RP4 (3+3) <6 CA GA
2493H10 — LP8 4+3) 7 CA GA
2613H10 — LP9A 3+4) 7 - -
2767H10 — LP4A (3+4) 7 - GG
3399H09-RP4 (3+4) 7 - GG
3876H10 — LAl (3+3) <6 - AA
3553H09-LP6 (3+3 )<6 - GG
3854H09-LP5 (3+4) 7 CA GG
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Tablo 4.3 Benign ve Malign prostat kanserli hastalarin 1L-10-592 ve IL-10-1082
polimorfizmlerine gore PSA miktarlarinin aritmetik ortalama ve Standard sapma

miktarlan
PSA miktarinin % Oranlan Total % | ‘p’
Arit. Ort.+/- Std. Sap. degerd
Polimorfizm Benign Malign Benign | Malign
IL-10-1082
AA 5,50 +/-2,50 | 11,18 +/- 26 5 12,5 0,400
GA 2,70 +/- 1,07 | 11,60 +/-1,86 37 32 30 0,548
GG(wildtype) | 6,0 +/- 4,66 8,54 +/- 9,81 37 63 45 0,181
1L-10-592
CC(wildtype) - - - - -
CA 4,92 +/- 3,70 | 14,61 +/- 9,50 45 35 40 0,027
AA - 8,22 +/- 6,40 - 20 10

Heterozigot CA polimorfizmi olan prostat kanserli hastalarda PSA degerleri malign
prostat kanseri olan olgularda anlamli olarak ytliksek bulunmustur. Ancak bu sonu¢ tam
olarak CA genotipiyle iliskilendirilemez.

Ayrica 1L-10-1082 ‘GA’ genotipinin PSA miktarlar1 malign tiimorli hastalarda
benign tiimorlii hastalara oranla oldukg¢a artmistir. Bu durum istatistiksel olarak anlamli

bir sonug¢ ifade etmiyor olsa da Ornek sayismin arttirilmasiyla ciddi

kazanabilecegi diistiniilmektedir.

onem
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Tablo 4.4 Benign prostath hastalarin 1L-10-1082 polimorfizmi allel sikhg:

(http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml)

Genotype Beklenen Gozlenen
AA 19.8 26
GA 49.4 37

GG(wild type) 30.8 37

X*=6,3

Tablo 4.5 Malign prostath hastalarin IL-10-1082 polimorfizmi allel sikhg:

(http://www.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml)

Genotype Beklenen Gozlenen
AA 4.41 5
GA 33.18 32
GG(wild type) 62.41 63

X*=0,13

IL-10-1082 polimorfizmi gozlenen benign prostat kanserli olgular her {i¢ genotipte
goriiliirken, ‘GG’ ve ‘GA’ genotiplerini tasiyan olgularda malign prostat kanseri daha
sik goriilmektedir. Bir baska deyisle ‘AA’ genotipinde malign prostat goriilme siklig1
daha azdur.



29

5.TARTISMA

Prostat kanseri (PCa) akciger kanserinden sonra, Batili erkeklerde en sik goriilen
kot huylu tiimorler arasinda yer almakta ve Oliimle sonuglanan kanserler arasinda
ikinci sirasinda yer almaktadir (Jemal A vd.2008). Baz1 Asyali erkeklerde PCa siklig1
son yillarda 6nemli Ol¢lide diismiistiir ancak, bazilarinda da bu oran belirgin olarak
artmistir (McCracken M vd 2007). Yas, etnik koken, diyet ve cografi faktorler bu
bozuklugun etiyolojisinde katkida bulunmaktayken (Hamasaki T vd 2001,Habuchi T
2000), genetik varyasyonlar PCa’ya duyarlilikta rol oynayabilir (Dennis LK 2002). Son
yillarda yapilan calismalar anti inflamatuvar sitokin Interlokin-10 (-10 IL)’u igeren
immiinite ve kronik inflamasyona sahip genlerdeki genetik polimorfizmin PCa

yatkmlig1 etkileyebilecegini gostermektedir (Dennis LK vd 2002).

Genetik polimorfizmler ve kalitsal faktorler IL-10 ekspresyonu ayarlarlar (modiile
ederler). IL-10 kodlayan gen kromozom 1 (1q31-1q32) iizerinde bulunur ve birgok IL-
10 gen promotoru polimorfizmi tanimlanmistir. Polimorfizm ornekleri in vitro
ortamdaki IL-10 mRNA transkripsiyonunu ve IL-10 ekspresyonunu etkileyen proksimal
bolgede meydana gelen -1082 G/A (rs 1800896), -819 T/C (rs1800871) ve -592 A/C
(rs1800872)’yi igerir (Kingo K vd 2005, Gibson AW vd 2001). Giinlimiizde diinyanin
degisik bolgelerinde farkli etnik gruplar iizerinde yapilan calismalar g6z Oniine
almdiginda PCa progresyonunda onemli rol oynayan sitokinlerlerle iligkili genetik

varyasyonlar oldukea ilgi ¢ekicidir.

Immiin sistem prostat kanseri patogenezinde tiimdr gelisimini diizenleyerek
hastaligin ilerlemesinde kritik rol oynar. Sitokinler hem hiimoral hem de hiicre-aracili
immiin yanitta gorev alirlar Pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokin genlerinin
promotor bolgeleri direk olarak sitokin iiretimini etkileyen polimorfizmler icerirler
(Bidwell J vd 2001). Bu promotor polimorfizmleri sonucu yiiksek ya da diistik sitokin
iretimi gergeklestirerek anti-timor immiin yanit1 etkiler ve bireyler arasinda immiin
yanitta farkliliklara yol acgabilir. Bu bilgilere ek olarak bazi sitokinler tiimor
angiogenezindeki yolaklarda tistlendikleri gorevlerle tiimor gelisimini de etkileyebilirler

(6rn: IL-10 ve VEGF).
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Bu calismamizda malign prostat kanserli bireylerde 1L-10-1082 GG (wildtype)
genotipi goriilme sikligt AA genotipi goriilme sikligmma gore 1,7 kat fazla oldugu
bulunmustur. Bu durum GG genotipinde goriilen yiiksek IL-10 ekspresyonu nedeniyle
bu olgularda IL-10’un anti inflamatuvar etkisinden dolay1 tlimorojenik etki
gostermesiyle agiklanabilir. Bir baska deyisle IL-10’un anti inflamatuvar etkisiyle
immiin denetimden kagan hiicreler tiimér olusturabilirler. Ote yandan Ingiltere ve
Kuzey Hindistan’da yapilan iki ¢caligsmada IL-10-1082 AA ve GA genotipinin hastalarda
kontrol grubuyla karsilastirildiginda belirgin sekilde artmig oldugu gozlenmistir (Sarah
McCarron vd 2002,Kesarwani vd 2009). Bu bulgulara gore bu iki genotip ile PCa
arasinda bir iligki bulunmaktadir. Ayrica IL-10-1082 GA heterozigot mutant genotipinin
PSA degerlerine bakildiginda malign ve benign olgular arasinda yaklasik 4 katlik bir
fark gdze carpmaktadir. Isatistiksel olarak anlamlilik ifade etmeyen bu bulgu goz ard
edilemez ve Ornek sayismin arttirilmast durumunda ciddi 6nem kazanabilecegi
disiiniilmektedir. Jie Liu ve ark.’larmin yapmis oldugu baska bir calismada ise IL-10
promotor polimorfizmlerinin PCa gelisiminde bir risk faktorii olusturmayacagi ancak
PCa progresyonunu etkileyebilecegi sonucuna varilmistir (Jie Liu vd 2010). Prostat
kanserli hastalarda incelenen IL-10 polimorfizmi (rs1800872) A/A genotipi sonuglari
istatistiksel analizler sonucunda yiiksek PSA riskiyle iligkili bulunmustur (Han-ching
Lin vd 2009). Bir diger calismada ise IL-10-1082 G>A (rs1800896)’'nun A allelinin
polimorfizminin diisiik seviyelerdeki anti inflamatuvar sitokini prostat kanseri riskiyle
pozitif iligki gostermistir (Wang MH vd 2009). Bu sonuglar gdosteriyor ki
polimorfizmlerin yam1 smra ¢evresel etkenlerde prostat kanseri gelisiminde rol

oynayabilir.

IL-10-592 polimorfizmi ile ilgili bulgularimiz ise CA heterozigot mutant genotip
sikliginin diger genotiplere oranla daha fazla oldugudur. Ayrica malign prostat timdrlii
hastalarda PSA degerlerini karsilastirdigimizda 1L-10-592 CA polimorfizmi gdsteren
bireylerde anlamli bir farklilik elde ettik. Ancak bu durum sadece polimorfizmle
aciklanamayabilir, ¢iinkii mailgn prostat tiimorii tasiyan bireylerin PSA miktarlarinin
yiiksek oldugu bilinmektedir. Avusturya ve Isve¢’te yapilan iki calismada da IL-10-592
CLIA polimorfizminin prostat kanserinde tiimor ve gelisimi tan1 esnasindaki PSA degeri
ile bir iliskisinin olmadig1 sonucuna varmiglardir (Tanja Eder vd. 2007, Xu J vd. 2005).
Ancak Finlandiya’da yapilan bir bagska ¢alismada ise IL-10-592 genotipinin diisiik

ekspresyonu ile prostat kanser riski ve tiimor olusumu arasinda bir iliski oldugu
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bulunmustur (Jessica M vd 2008). Bu calismalar sonucundaki uyumsuzluk genetik

farkliliktan kaynaklaniyor olabilir.
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6. SONUC

Sonu¢ olarak bu calismada malign prostat kanserli bireylerde IL-10-1082 GG
(wildtype) genotipi goriilme sikliginin AA genotipi goriilme sikligina gore 1,7 kat fazla
oldugu bulunmustur. IL-10-592 polimorfizmi ile ilgili ise CA heterozigot mutant
genotip sikligmin diger genotiplere oranla daha fazla oldugunu goézlemledik. Ayrica
malign prostat tiimorlii hastalarda PSA degerlerini karsilastirdigimizda 1L-10-592 CA
polimorfizmi gdsteren bireylerde anlamli bir farklilik elde ettik. Ancak bu sonuglar
literatiirdeki tiim yayinlarla uyumlu degildir. Degisik calismalarda farkli sonuglar elde
edilmesi PCa gelisiminde genetik faktorlerin yani swa cevresel faktorlerinde rol
oynayabilecegini bu da prostat kanserli olgularin kanser olusum mekanizmalarmin her

olgu i¢in ayr1 degerlendirilmesi gerektigini diistindiirmektedir.
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