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PARAOKSONAZI1 (PON1) GENI POLIMORFiZMLERININ MESANE
KANSERININ GELISiMi UZERINE ETKILERI

Hatice Bige KOC

0z

Lipid peroksidasyonunun 6nlenmesinden sorumlu PON1 serum paraoksonazl enziminde
gorlilen polimorfizmlerinin bazi kanserlerde ve sistemik hastaliklarda genetik risk faktori
oldugu bilinmektedir. Calismamizda mesane kanserli bireylerde PON1’in ii¢ polimorfizmi
SNP genotipleme yontemi ile belirlenerek kanserle iliskili genotipler belirlenmeye
calisgtlmigtir. PON1 L55M polimorfizminin mesane kanserinin gelisimi ile iliskili oldugu
gortilmistir (p=0,0010). Heterozigot LM (OR=0,333, %95 CI, 0,151 — 0,734) ve homozigot
MM (OR= 3,643, %95 CI, 1,288 — 10,306) genotiplerinin mesane kanseri gelisiminde etkili
oldugu belirlenmistir (p=0,03). Yalnizca L alleli tasiyor olmak hasta ve saglikli bireyler
arasinda farklilik géstermemistir (p=0,447), ancak allellerden birisinin ya da her iki allelin M
olmasinin bireylerde hastalikla iliskili oldugu belirlenmistir. PON1 Q192R polimorfizminin
QQ genotipinin hastaliga yatkinlik gostermedigi belirlenmis, mesane kanseri gelisiminde Q
alleli ya da R alleli bulundurmanin etkisiz oldugu sonucuna varilmistir (p=0,853). Ancak
homozigot R/R genotipinin bireylerde hastalikla iliskili olabilecegi diistiniilmektedir. Mesane
kanserli ve saglikli bireylerin tamami PON1 1102V polimorfizmi agisindan homozigot I/I
genotipi olarak bulunmustur. Taranan 107 Tiirk bireyin tamaminin homozigot bulunmasi,
Tiirk populasyonunun ¢ogunlugunun yaygin olarak bu polimorfizm i¢in izoldsin tasidigini
gostermektedir. PON1’in L55M ve Q192R polimorfizmlerinin baglantili genotip sonuglari
incelendiginde tek bir polimorfizm igin (LL-RR veya MM-QQ) homozigot varyant allel
bulundurmas: bireyde mesane kanseri riskinin artmasi icin yeterli goriilmektedir. Taranan
populasyonun tamaminda PON1 MM-RR genotipine sahip bireye rastlanmamustir.

Anahtar Kelimeler: Paraoksonazl, PON1, Polimorfizm, SNP Genotipleme, Mesane kanseri,
PZR-RFLP, Real Time PZR.

Damisman: Dog. Dr. Yasemin KACAR, Mersin Universitesi, Biyoloji Anabilim Dali



THE EFFECT OF PARAOXONASE1 (PON1) POLYMORPHISMS ON THE
DEVELOPMENT OF BLADDER CANCER

Hatice Bige KOC

ABSTRACT

Paraoxonase 1, which is coded by PON1 gene, play an crucial role in the prevention of
LDL lipid peroxidation. PON1 gene polymorphisms were shown to be associated with some
cancer types and systemic diseases. In this study, effect of three independent polymorphisms
of PON 1 on bladder cancer development were searched by using SNP genotyping method in
bladder cancer patients. It is determined that PON1 L55M polymorhism is associated with
bladder cancer (p=0,0010). It is determined that heterozygote LM (OR=0,333, Cl 95%,
0,151-0,734) and homozygote MM genotype (OR= 3,643, CI 95%, 1,288-10,306) are
influential on bladder cancer expansion (p=0,03). Individuals having LL genotype didn’t
show any diversity in terms of bladder cancer risk in comparison to healthy ones (p=0,555).
However, it is indicated that carrying one or two M allel is related with bladder cancer
progress. QQ genotype of PON1 Q192R polymorphism were shown unrelated to bladder
cancer, incontrast, R/R homozygote genotype can be related with bladder cancer. It is also
concluded that carrying one of the allels Q or R had no effect on bladder cancer (p=0.853). In
terms of PON1 1102V polymorphism, all of the 107 individuals including both healthy ones
and cancer patients were shown to be homozygote I/l genotype. We can assume that most of
the individuals of Turkish community are isoleucine carriers for PON1 1102 which were
shown to have decreased paraoxonase activity. Linking with PON1 L55M ve Q192R
genotype analysis, individuals carrying one of the homozygote variant allel (LL-RR or MM-
QQ) were shown to have an increased risk for bladder cancer. MM-RR genotype were not
found among the searched population.

Key Words: Paraoxonase 1, PON1, Polymorphism, SNP Genotyping, Bladder Cancer, PCR-
RFLP, Real-Time PCR.
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1. GIRIS

Son yillarda insanoglunun en ¢ok ¢are bulmaya ¢alistig1 kanser, hemen her cinsiyet ve
yastan bireyin sagligini ciddi sekilde tehdit eden bir hastaliktir. Bu nedenle giiniimiizde kanser
ile ilgili yapilan ¢alismalarin sayisi oldukca fazladir. Mesane kanseri de goriilme sikligina

bagli olarak ¢ok yonlii aragtirilan kanser tiplerinden birisidir.

Diinyada ve tllkemizde mesane kanserleri erkeklerde akciger, prostat, kolorektal
tiimorlerden sonra siklik acisindan 4. sirada yer almaktadir ve erkeklerdeki biitiin tiimdrlerin
%7’sini mesane tiimorleri olusturmaktadir (Baykara, 2007, Dizdar, 2007). Mesane
timorlerinin %75°1 erkeklerde %25’1 kadinlarda goriilmektedir (Tural, 2006, Borkowska,
2007). Kadinlarda goriilen tiim tiimorler icinde mesane tiimorleri %3 siklikta ortaya ¢ikmakta

ve 8. sirada yer almaktadir (Garcia-Closas, 2007).

Mesane tlimorlerinin olusumunda, genetik yatkinlik, endiistriyel karsinojenler, tiitiin,
kronik irritasyon ve enfeksiyon, onkojenik viriisler, agr1 kesici kullanimi, idrar durgunlugu,

kahve, sitostatikler gibi faktorlerin rol oynadig: diistiniilmektedir (Baykara, 2007).

Serbest radikallerin kanser basta olmak iizere c¢esitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda
etkin oldugu bir ¢ok arastirma ile gosterilmistir. Insan viicudu serbest radikalleri
uzaklagtirmada c¢esitli enzimatik mekanizmalara sahiptir ve oksidatif stres ve serbest
radikallerin ¢esitli hastaliklara ve kansere neden oldugu bilinmektedir (Ames, 1983,
Goldstein, 1990; La Du 1992). Paraoksonaz olarak anilan aril dialkil fosfataz (EC.3.1.8.1)
enzimi de bunlardan birisidir. Serumda azo boyalar1 hidroliz yetenegiyle 50-60’11 yillarda
esteraz olarak tanimlanan enzim, paraoksonun enzimatik olarak hidrolizini katalizledigi
gosterildikten sonra esteraz A olarak simiflandirilmistir (Aldridge, 1953, Tashian ve Show,
1962, Krish, 1968). B esterazlardan farkli olarak A esterazlarin bir¢ok organofosfatli
insektisiti, sinir gazini hidrolize ederek, bu tiir toksik bilesiklerin detoksifikasyonunu

sagladiklar1 anlagilmistir (Mackness ve ark., 1987).

Paraoksonaz aktivitesinin tespiti ile birlikte bu enzim i¢in genetik polimorfik
farkliliklarin varlig1 da arastirilmaya baglanmistir. Geldmacher von Mallinckrodt (1973) insan
serum paraoksonazi i¢in ilk genetik polimorfizmi tanimlamigtir. Daha sonra Playfer ve

arkadaglar1 (1976) paraoksonaz aktivitesi bakimindan, ayni otozomal lokustaki iki allel



tarafindan kontrol edilen iki farkli fenotip belirlemistir. 1983°de {i¢ farkli seviyede aktiviteye
sahip paraksonaz (Esteraz A) tespit edilerek, Avrupali bireylerde %72 oraninda diisiik
aktiviteli allel sikligt bulunmustur (Mueller, 1983). Hasset ve arkadaslarmin (1991),
paraoksonaz genlerini klonlamalar1 sonucunda polimorfizmler DNA seviyesinde PCR ile
arastirtlmaya baslanmistir. Paraoksonaz enzimini kodlayan gen bolgesi 7. kromozomun uzun
kolu tiizerinde yerlesmistir. PON1 geninin fonksiyonel oldugu diisiiniilen ii¢ polimorfizmi
sirastyla 3. ve 4. ekzon bolgelerinde 55., 102. ve 192. pozisyonlarda yer almaktadir. (Hasset,
1991, Humbert, 1993, Pasdar, 2006).

Son yillarda yapilan g¢alismalarda serum paraoksonaz enziminin, plazmada yiiksek
dansiteli lipoproteinlerin (HDL) yapisinda yer aldigi, diisiik dansiteli lipoproteinlerdeki (LDL)
kolesterol-linoleat-hidroperoksitleri ~ hidroliz ~ ettigi, LDL  kolesterolii  oksidasyon
reaksiyonundan Kkorudugu ve bu yolla aterosikleroz gelisimini 6nlemede rol oynadigi
gosterilmistir (Mackness ve ark.,1998, Aviram 1999)

Paraoksonaz polimorfizmlerinin farkli substratlar varliginda (oksonlar, sarin
fenilasetat, endotoksinler gibi) degiskenlik gosterdiginin belirlenmesiyle allozim
caligmalarinin tek bagina yeterli olamayacagi ve PONI1 polimorfizmlerinin populasyonda
SNP genotipleme ile arastirilmasina neden olmustur. PON1'in hem lipid metabolizmasindaki
hemde organofosfatlar, sinir gaz1 gibi yabanci maddelerin detoksifikasyonundaki rolii enzimin
ve genetik polimorfizimlerinin 6nemini arttirmistir. Organofosfatlarin  kullanimimin ve
yaytliminin 40 yil once basladigini goz oniine alirsak bu bilesiklerin metabolizmasi gittikce

Onem kazanmaktadir.

Koroner Arter Hastaligi (KAH) ve diyabet hastaliklarinda PON polimorfizmlerinin
(Bauters, 2000, Ombres, 1998) etkisi oldugu bulunduktan sonra kanserde de PON
polimorfizmlerinin bir risk faktorii olusturabilecegi diisilintilerek c¢esitli arastirmalar

yapilmustir.

PON1’in L55M polimorfizminin postmenopozal donemde goriilen gogiis kanseriyle
iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Stevens, 2006). Benzer sekilde PON1’de yeni bir
polimorfizm 1102V nin I/V genotipinin prostat kanseri riskini arttiran bir faktor olabilecegi

sdylenmistir (Marchenasi, 2003). Italyan prostat kanserli bireyler ile yapilan ¢alismada, PON1



QI192R ve PON1 L55M polimorfizmlerinin Q/R ve M/M genotiplerine sahip olmanin prostat

kanseri riskini 6nemli 6l¢iide arttirdigi bulunmustur.

Son yillarda mesane kanseri olusumunda etkili olabilecek genetik faktorler ve belirteg
genler belirlemek iizere tek niikleotit polimorfizmi (SNP) taramalar1 yapilmaktadir. Kanser ve
timor olusumu ile iligkili pek ¢ok belirleyici gen bulunmaktadir. Farkli kanser tipleri i¢in
farkli belirleyici genler olabildigi gibi ortak belirleyici genler de bulunmaktadir. Olast kanser
belirteg genleri saptamak igin yapilan genis ¢apli tek niikleotit polimorfizmi taramasi
sonucunda NAT2 ve GSTM1’in mesane kanseri ile iligkili olabilecegi bulunmustur ve genetik
varyasyonlarin mesane kanserleri lizerindeki risk arttirict etkisi gosterilmistir (Garcia-Closas

2007).

Bu calismada mesane kanserli hastalarin PON1 enzimini kodlayan PON1 geninin 55.,
102. ve 192. pozisyonlardaki polimorfizmlerinin PCR-RFLP ve SNP genotipleme yontemleri
ile belirlenerek mesane kanseri gelisimine etkilerini arastirilmasi amaglanmistir. Calisma
PONT’in genetik varyasyonlarinin mesane kanseri ve tiimdr olusumunda etkisini anlama

bakimindan dnemlidir.



2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. PARAOKSONAZ1 (PON1) ENZIMI VE POLIMORFIZMLERI

2.1.1. Paraoksonazl Enzimi (PON1)

Oksidatif stres ve serbest radikallerin gesitli hastaliklar ve kansere neden oldugu
bilinmektedir (Ames, 1983, Goldstein, 1990). Insan viicudu serbest radikalleri uzaklastirmada
cesitli enzimatik mekanizmalara sahiptir. Sistematik ad1 aril dialkil fosfataz olan paraoksonaz
(EC.3.1.8.1) da bunlardan birisidir. Serumda azo boyalarin hidroliz yetenegiyle 50-60’l
yillarda esteraz olarak tanimlanan enzim, dietil-4-nitrofenilfosfatin (paraokson) enzimatik
olarak hidrolizini katalizledigi gosterildikten sonra esteraz A olarak smiflandirilmistir
(Aldridge, 1953, Tashian ve Show, 1962, Krish, 1968). A esterazlarin, B esterazlarin tersine
bircok organofosfatli insektisiti, sinir gazin1 hidrolize ederek, bu tiir toksik bilesiklerin

detoksifikasyonunu sagladiklari anlagilmistir (Mackness, 1987).

Parathion gibi organafosfatl insektisitlerin karaciger ve diger dokulardaki mikrosomal
sitokrom p450 sistemi tarafindan oksidatif desiilfirizasyonla aktif komponentleri olan
paraoksona doniiserek (La Du, 1992) estraz B olan asetilkolin esteraz inhibisyonuna neden
olmasi, parakson toksisitesini ortadan kaldiracak enzim varliginin Onemini ortaya
koymaktadir. Paraoksonaz (PON1) paraoksonun hidrolizini saglayan, kalsiyum bagimli
calisan ve bir¢ok organofosfatl bilesigi de hidroliz edebilemektedir (Poore, 1972, Zech, 1974,
Furlong, 1988). Bir baska organofosfatli insektisit grubunun metaboliti olan klorpirifos
oksonun da paraoksonaz tarafindan hidroliz edildigi ve bu grup insektisitlerin
detoksifikasyonunda onemli olgiide rol oynadig: belirlenmistir (Mackness, 1987, Furlong,
1988, Primo-Parmo, 1996). Organofosfatlarin kullanimmin ve yayiliminin 40 yil 6nce

basladigini1 g6z oniine alirsak bu bilesiklerin metabolizmasi gittikge 6nem kazanmaktadir.

Memelilerde hepatik detoksifikasyon mekanizmasindan herhangi bir nedenle kagan
oksonun serum paraoksonaz tarafindan ¢ok hizli metabolize edilerek beyine ulagmasinin
engellendigi gosterilmistir. Paraoksonaz memelilerde bulunmasina karsin bdceklerde ve
kuslarda bulunmayis1 bu grup canlilarin organofosfat zehirlenmelerine daha hassas olmalarini

da acgiklamaktadir (Brealey, 1980).



Insan serumundan saflastirilan paraoksonaz (PON1) enziminin minimum 43-45 kDa
molekiiler kiitleye sahip ve 354 aminoasitlik bir glikoprotein oldugu, katalitik aktivitesi i¢in
kalsiyum iyonuna ihtiya¢ duydugu, siilfidrilli ajanlarla inhibe edilebildigi, yapisinda
sisteinlerin yer aldigr gdosterilmistir. Yenidogan insanda eriskinin yarisi seviyede PONI1
aktivitesi oldugu ve bir yilda yetiskin enzim seviyesine eristigi ve Omiir boyu aktivitenin sabit
kaldig1 gosterilmistir. Ayrica enzim aktivitesinin cinsiyete bagli bir degisim gostermedigi

bulunmustur (Mackness, 1998).

Insan PON1’in karacigerden sentezlenmesi ve salgilanmasiyla ilgili calismalar
bulunmakla beraber akciger, beyin, pankreas ve plasenta gibi dokularda da %70 oraninda
paraoksonazla benzerlik gosteren mRNA’lar tespit edilmistir. Ancak Nothern Blot analizleri

insan ve tavsan dokularina ait mRNA’larinin sadece karacigerde oldugunu gostermektedir

(Hasset, 1991).

PON1’in HDL ile iligkisi Uriel tarafindan 1961°de yapilan immiinopresipitasyon
caligmalariyla tespit edilmis, ancak HDL ile iliskili olarak lipid peroksidasyonunu 6nlemedeki
rolii 1990’lardan sonra anlasilmistir (La Du, 1992, Mackness, 1998). 90’11 yillarda yapilan
cesitli arastirmalarla PON1’in Apolipoprotein A1 (ApoAl) ile birlikte HDL partikiillerine
bagli oldugu gosterilmistir. PON1’in N-terminalinde bulunan hidrofobik sinyal dizisi ile HDL
icerisine entegre oldugu diisliniilmektedir (Sekil 2.1) (Aviram, 1999, Memis ogullar1 ve ark.,
2010). Immiinoafinite kromatografisi yontemiyle insan PON1’in ApoAl ve clusterin igeren
HDL alt grubu igerisinde bulunmasi sonucu enzimin membran ve lipoprotein tamir ve
yapilandirma mekanizmasinda rol oynadiginmi diisiindiirmektedir (Mackness, 1998). PON1’in
diger fizyolojik islevleri konusunda yapilan cesitli hayvan deneyleri sonucunda damar
icerisine bakteriyel endotoksin enjeksiyonundan sonra HDL-PONI aktivitesinde artis oldugu
belirlenerek PON1’in bakteriyel lipopolisakkariti hidroliz edebilecegi diisiiniilmektedir. Bir
baska calismada izole edilen tripanolitik faktdr (TLF)-HDL partikiiliiniin ApoAl ve PON1
icerdigi bulunmus ve PON1’in immiin cevap sonucu olusan asir1 peroksidaz aktivitesini
engelleyerek sitotoksik metabolit miktarini kontrol altina alabilecegi bildirilmistir (Smith,
1995).

PONT1’in diger bir fizyolojik roliiniin de LDL’de okside lipid birikimini dnlemek
oldugu diisiiniilmektedir. Bunu destekleyen arastirmalarda LDL oksidasyonuyla sonug¢lanan

fosfolipid hidroperoksitlerin hidrolizinin PON1, LCAT, PAF-AF gibi enzimler tarafindan



katalizlendikleri goOsterilmistir. Bu sonuglar okside LDL’de bulunan 2-arasidonil
fosfatidilkolin fosfolipidlerinin PON1’e substrat olmasiyla da desteklenmektedir (Watson,
1995, Mackness, 1998).

Paraoksonazin, okside LDL’deki kolesteril-linoleat-hidroperoksitleri ve 6zgiin okside
fosfolipidleri hidroliz ederek HDL’de lipid peroksit ve aldehit birikimini %95'e kadar azalttig1
gosterilmistir (Aviram, 1999). Paraoksonaz enzimi tepkimesiyle lipid peroksitlerinin
aterojenik etkilerini nétralize ettigi ve hiicre membranlarini korudugu diisiiniilmektedir.
Ayrica paraksonazin lokotrien metabolizmasinda da onemli rol oynadigit Watson ve

arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmayla gosterilmistir (Navab, 1995, Watson, 1995).

HDL’nin aterosklerozu onlemedeki roliiniin iki farkli yolla oldugu, bunlardan
birisinin  kolesteroliin geri tasinmasi, digerinin LDL oksidasyonunu &nlemesiyle
gerceklestirdigi  disiiniilmektedir. LDL oksidasyonunun geri dondiiriilmesinden sorumlu

enzimlerden bir tanesinin de PON1 oldugu anlasilmaktadir.
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Sekil 2.1. Paraoksonazin yapist (Aviram, 1999’dan alinmstir).



2.1.2. PON1 Geni Polimorfizmleri

Paraoksonaz aktivitesinin tespiti ile birlikte bu enzim i¢in genetik polimorfik
farkliliklarin varligi da arastirilmaya baglanmis ve insan serum paraoksonazi igin ilk genetik
polimorfizm 70°li yillarda tanimlamistir (Geldmacher von Mallinckrodt, 1973). Yapilan
caligmalarla paraoksonaz aktivitesinin iki farkli fenotipini kontrol eden ayni otozomal lokusta
yer alan iki allel oldugu belirlenmistir (Playfer 1976). 1983 yilinda paraksonazin ii¢ farkl
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmis, Avrupali bireylerde %72 oraninda diisiik aktiviteli

enzim sentezlenmesine neden olan alleller daha sik goriilmiistiir (Mueller, 1983).

DNA’da niikleotit seviyesinde ¢aligmalarin baglamasi sonucu kistik fibroz (CF) geni
ile beraber rastlantisal olarak ayni lokusta yer alan paraksonazi kodlayan PON geninin dizisi
ortaya cikartilmistir (Eiberg, 1985, Nielsen, 1986, Schmiegelow, 1986). Bu calismalardan
sonra Hassett ve arkadaslart (1991) insan serum ve tavsan paraoksonaz cDNA klonlarini
tamimlamiglardir. Daha sonra Humbert ve arkadaslar1 (1993) insan serum paraoksonaz
polimorfizmlerinin molekiiler dayanagimi enzim aktivitesiyle birlikte tespit etmislerdir. izole
edilen li¢ bagimsiz ¢cDNA klonlarinda 55. ve 192. aminoasit kodonlarinda farkliliklar
bulmuslardir. PON1 geninin sik goriilen bu iki polimorfizminden birisi 3. ekzonda 55.
pozisyonda amino asit dizisini 16sinden metiyonine (L55M) farklilagtiran C/G niikleotit
degisimi ve digeri 6. ekzonda 192. pozisyonda amino asit dizisini glutaminden arjinine

(Q192R) farklilagtiran A/T niikleotit degisimi oldugu belirlenmistir (Pasdar, 2006).

Gen bolgesi igerisinde yer alan PON1'e 6zgii tiglincii bir polimorfizm ise 4. ekzonun
102. pozisyondaki A/G transisyonunun, amino asit dizisini izolésinden valine farklilagtirdig

gosterilmistir (Marchenasi, 2003).

Enzim seviyesine etki eden diger onemli polimorfik pozisyonlar da PONI1 geni

promotor bolgesinde PON -162, PON -108 bolgesinde yer almaktadir (Huen, 2010).
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Sekil 2.2. PON1 geninin yapisi. Mavi ve mor renkli kutucuklar dokuz ekzonu (E1-9)
simgelemektedir. 5’ promotor bdlgede 5, kodlanan bolgede 3, 3’ translasyona ugramayan
bolgede 4 polimorfizm gosterilmistir (Furlong, 2002).

PONT1’in Q192R polimorfizminin enzim aktivitesi tizerinde etkili oldugu
gortilmistiir. 192. pozisyonda Gln (Q) iceren bireylerin serum paraoksonaz enzim aktiviteleri
Arg (R) igeren bireylerinkine goére daha diisitk bulunmustur. Arg icerenler yiiksek aktiviteli
paraoksonaza sahipken GIn polimorfizmi tagiyanlar diisikk aktiviteli paraoksonaz
bulundurmaktadir. Bu polimorfizm, substrat olarak paraokson kullanildiginda 192. pozisyon
icin A (Q alleli diisiik aktiviteli) ve B (R alleli yiliksek aktiviteli) alloenzimleri olarak
tanimlanmiglardir (Humbert, 1993). Ancak genotiplemenin sadece enzim aktivitesi tayiniyle
dogru sonu¢ vermeyecegi, allozim belirleme ¢alismalarinda kullanilan  substrat
degistirildiginde enzim aktivitesinde farkliliklar goriilmesi, polimorfizmlerin tespitinde SNP
genotipleme yontemlerinin kullanilmasini zorunlu kilmistir. Sinir gazi, sarin, diaoksozon gibi
substratlar kullanildiginda A alloziminin B allozimine gore bunlar1 daha hizli hidrolize ettigi
gosterilmistir. Fenilasetat substrat olarak kullanildiginda ise iki allozim arasinda aktivite

farklilig1 gozlenmemistir (Davies ve ark, 1996).

PONT’in 55. pozisyonda Leu-Met degisiminin paraoksonaz aktivitesi agisindan bir
farklilik gostermedigi ve bu pozisyon i¢in alloenzim tipi olmadigini diigiindiiren ¢aligmalarin
yani sira  (Humbert ve ark., 1993), insililine bagli olmayan diyabetli hastalarda bu
polimorfizmin PON aktivitesini yonlendirdigi gosterilmistir (Blatter-Garin ve ark., 1997,
Odawara ve ark., 2007).

Diger memelilerde de insana benzer PON genlerinin (PON1, PON2, PON3) ayni
kromozom {izerinde birbirine yakin yer aldig1 gosterilmistir. PON proteinlerinin aminoasit

dizileri arasinda %60 benzerlik oldugu bilinmekle beraber dokulardaki ifadeleri ve dagilimlart

farklilik gostermektedir (Hasset, 1991, Humbert, 1993, Xie ve ark., 2010).



Insanda paraoksonazi kodlayan PON1 geninden baska PON2 ve PON3 genleri de 7.
kromozomun g21.3-22 iizerinde, birbirine 120kb’lik uzaklikta yer aldig1 ve digerlerinin PON1
ile %65 aminoasit homolojisi ve arilesteraz aktivitesi gosterdigi bulunmustur (Mochizuki,

1998, Aviram ve Rosenblot, 2004, Horke ve ark, 2007, Huen, 2010).
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Sekil 2.3. PON1geninin kromozom 7 {izerinde yerlesimi.
2.1.2.1. PONI Polimorfizmleri ile Hastaliklar Arasindaki Iliski

Lipid ve lipoprotein metabolizmasi ile iliskisi ve antioksidan 6zellikleri yogun bir
sekilde arastirilan PON1 geni polimorfizmlerinin kardiyovaskiiler hastaliklar (KAH), felg,
serebral enfarktiis, iskemik felg, tip II diabetes mellitus, Alzhemier gibi hastaliklarla iliskisi

arastirilmastir.

Amerikan populasyonunda yapilan bir ¢alisma sonucunda PONT Q192R polimorfizmi
icin diisiik enzim aktiviteli Q alleli bulundurmanin KAH igin risk faktorii olabilecegi
gosterilmistir (Sanghera, 1997). Benzer sonug Fransiz populasyonu ile yapilan bir ¢aligmada

da gozlenmistir (Ruiz, 1995).

Japon populasyonunda PON1 Q192R polimorfizminin populasyonda R/R genotipinin
hakim olmas1 beyaz irkdaki Hardy-Weinberg’e uygun olan allel dagilimimin bulunmayisi

nedeniyle KAH ile Q192R polimorfizmi arasinda istatistiksel bir iliski kurulamamistir (Zama,

1997).



Singapur kokenli Cinliler ve Hint Asyalilarda KAH ile PON polimorfizmlerinin
iligkileri arastirilmis, Cin populasyonunda R allelinin siklig1 hasta bireylerde saglikli bireylere
oranla daha yiiksek ¢ikmistir. Hintlilerde R alleli ile KAH arasinda irka 6zgii bir iliski oldugu
belirlenirken Cinlilerde boyle bir iliski gozlenmemistir. Hintli KAH hastalarinda R alleli
sikligr saglikli bireylere gore oldukga yiiksek bulunmus ve QI192R polimorfizminin
populasyonda KAH igin bagimsiz bir risk faktorii olabilecegi belirlenmistir (Sanghera, 1997).

Pati ve arkadaslar1 (1998) Hint populasyonunda yaptig1 calismada QR genotipi ve
arjinin allel sikliginin KAH hastalarda saglikli bireylere oranla daha yiiksek oldugu
goriilmustiir. Hintli bireylerde KAH igin bilindik risk faktorlerinin ve aile gegmisinin genotip
sikligin1 etkiledigi, paraoksonaz polimorfizminin ise lipid oksidasyonunun disinda KAH

yatkinligi iizerine etkili olabilecegi bulunmustur.

Bir bagka arastirmada, Cin populasyonunda PON1 Q192R polimorfizminde diisiik
enzim aktiviteli allelin (Q alleli) kardiyovaskiiler hastaliklar icin risk faktorii olabilecegi

sOylenmistir (Wang, 2004).

KAH’l1 Tirk hastalarda PONT Q192R polimorfizminin hastalik ile iligkisi arastirilmis
ve PCR/RFLP yontemi kullanilarak genotipleme yapilmistir. PON1 Q192R polimorfizmi i¢in
R allel sikligmin hasta bireylerde daha yiiksek oldugu, ancak genotip ve allel dagilimlar
acisindan saglikli ve hasta bireyler arasinda istatistiksel olarak énemli bir farklilik olmadig:

gorlilmiistiir (Aynacioglu, 2000).

Ulkemizde yapilan bir bagka calismada KAH ile PON1 QI92R ve L55M
polimorfizmleri arasindaki iliski incelenmis, KAH’I1 bireylerde M allel frekansi yiiksek iken
R alleli i¢in farklilik goériilmemistir. Tirk populasyonu igin PON1 L55M polimorfizminin
KAH gelisiminde risk faktorii olarak degerlendirilebilecegi belirtilmistir (Tagkiran, 2009).

Oksidatif stresin migren patogenezindeki dnemi goz oniinde bulundurularak PON1’in
L55M ve Q192R polimorfizmleri TagMan SNP analizi kullanilarak PON1’in genotipleri ve
allelik varyantlar1 belirlenmistir. Erken migren tablosu gosteren hastalarda PON1 QQ genotipi
ve 192Q allelik varyantinin siklig1 dnemli 6lgiide yiiksek bulunmustur (Garcia-Martin, 2010).



Hiperlipidemia ve nefrotik sendromlarda artan lipid oksidasyonu glomerular
hastaliklarin gelisiminde ve glomeruloskleroziste PON1 polimorfizmlerinin etkili olabilecegi
diisiiniilerek fokal segmental glomerulosklerozis (FSGS) hastasi cocuklarda PON1 Q192R ve
L55M polimorfizmlerinin genotip dagilimlarina bakilmistir. Hasta ve saglikli bireylerin
PONI1 L55M genotiplerinin dagilimi istatistiksel olarak farkli bulunmus ve sonug olarak Q
alleli ve/veya L alleli varliginin ¢ocuklarda FSGS gelisimi icin risk faktorii olabilecegi

belirlenmistir (Biyikli, 2006).

PON1 Q192R polimorfizminin serum PONL1 aktivitesi ve membranoproliferatif
glomerulonefritli (MPGN) ¢ocuklarda hastalik prognozu ve risk faktorii olarak etkileri
arastirilmig, PON1 192 i¢in QQ genotip sikligr saglikli bireylerle karsilagtirildiginda hasta
bireylerde oldukca yiliksek bulunmustur. QQ genotipi ve diisiik enzim aktivitesi ile MPGN
gelisimi arasinda 6nemli bir iligski oldugu belirlenmistir (Bilge, 2007).

Avrupa ve Asya populasyonlarinda PON1 QI192R ve L55M polimorfizmlerini
Parkinson hastalig1 ile iliskilendiren meta-analizi yapilmistir. Parkinson hastalig1 gelisimi ve
PONI1 55M alleli arasinda bir iligki s6z konusu iken, PON1 192 Q/R allelleri ile Parkinson

gelisimi arasinda 6nemli bir iligki bulunmamistir (Zintzaras, 2004).

Bugiine kadar yapilan polimorfizm ¢alismalarinin sonucunda PON1 geni i¢in 250 SNP
tespit edilmistir. Ancak bunlardan sayisal olarak kiigiik bir kismi PON1 enzim seviyesine etki
etmektedir. En ¢ok bilinen PONT1 55, PON1 192 disinda promotor bdlgesinde yer alan PON -
162, PON -108 polimorfizmleri bulunmaktadir. Meksika-Amerika’li 700 ¢ocuk ve anneyle
yapilan PON1 SNP analizi sonucu promotor bolgesi -108, -162, kodlanan bolgedeki Q192R,
L55M polimorfizmlerinin yani sira 6 SNP, 1 insersiyon, iki delesyon olmak iizere ¢esitli yeni
varyantlar iceren kii¢iik allel sikliklariyla 94 polimorfizm saptanmistir. Ayni populasyonda
PON2 ile PON3’iin 3 ayr1 SNP’sinin genotiplemesi yapilmis, 12 ayr1t PON1 ve 2 ayr1 PON2
polimorfizminin enzim aktivitesini etkilemede Onemli iliski oldugu bulunmustur. Ancak
enzimin miktar1 ve aktivitesi lizerine etkisi oldugu bilinen 9 polimorfizmin ne PON1-108 ne
de PON1 192 ile baglant1 esitsizligi olmadig1 gézlenmistir. Meksikalilar ve beyaz irk arasinda
benzerlikler belirlenmistir (Huen, 2010).

PONL1 geninin -107 T/C, Q192R ve L55M polimorfizmlerinin ve 3 farkli PON1 enzim

aktivitesinin (diazoksonaz, paraoksonaz, arilesteraz) iskemik fel¢ ile iliskisi arastirilmis,



iskemik fel¢ icin risk faktorii olarak diazoksonaz aktivitesi ilk kez ¢alisilmis ve saglikli ve
hasta bireylerde her ii¢ enzim aktivitesi hemen hemen ayni bulunmustur. -107 T/T genotipinin
yetigkinlerde (>59) 1,97 kat felg riskini arttirdig1 goriilmiis, -107 T/C genotipli bireylerde ise
PONI1 enzim aktivitesinin diisiik oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢aligma sonucunda QR-LM-
TC haplotipinin tiim bireylerde iskemik felce karsi 6,94-10,4 kat koruyucu oldugu, 55 L/L
genotipi tasimanin ise iskemik felg riskini 1,78 kat arttirdig1 goriilmiis ve PON1 genotiplerinin
fele¢ riski ile iligkili oldugu ancak aktivitenin felg ile iliskisi olmadig1r belirlenmistir

(Demirddgen, 2009).

Diyabetik komplikasyonlarda PON1 Q192R, L55M polimorfizmleri ve enzim
aktivitesini belirlemek {izere yapilan c¢alisma sonucunda Tip2 diyabette MM ve QQ
genotipleri ¢ok sik goriilmiis ve enzim aktivitesinin ise hasta bireylerde daha diisiik oldugu

belirlenmistir (Araki ve ark., 2000, Agachan ve ark.,2005, Ergun ve ark., 2011 ).

Diyabetli hastalarla yapilan diger bir ¢alismada ise her iki polimorfizmle hastalik
arasinda bir iligki bulunmasina ragmen 192 QR genotipinin komplikasyon ortaya ¢ikmasinda
3 kat daha etkili oldugu belirlenmis ve Q192R polimorfizminin diyabetik komplikasyon riski
ile iligkisinin daha gii¢lii oldugu bulunmustur (Altuner, 2010).

Oksidatif LDL’nin retinada bulunan kilcal damar epitelyum hiicreleri ve perisitler i¢in
toksik etki yarattigi bilinmektedir. Bu nedenle PON1 Q192R ve L55M polimorfizmlerinin
IDDM diyabetik retinopati patogenezinde 6nemli oldugu diistiniilmiis ve genotip dagilimlari
ile allel sikliklar1 aragtirilmistir. Q192R polimorfizminin hastalik gelisiminde etkili olmadig:
ancak LL genotipinin hastalikla iliskili oldugu ve L allel sikliginin hasta bireylerde yiiksek
bulundugu bildirilmistir (Kao-Yan-Lin, 1998).

PONL1 geni L55M, Q192R polimorfizmlerinin diyabetik anjiyopati ve enzim aktivitesi
ile iliskileri arastirilmis, Makroanjiyopatili hastalarda daha diisiik PON1 enzim aktivitesi ve
daha zayif diyabet kontrolii belirlenmis, MM ve QQ genotip sikliginin fazla oldugu
bulunmustur (Flekac, 2008).



2.1.2.2. PONI Polimorfizmlerinin Kanser ile liskisi

PONI’in L55M polimorfizminin gdgiis kanseriyle iliskisi postmenopozal kadinlarda
arastiritlmig, L55M polimorfizminin goglis kanseri olusumunda o6nemli bir risk faktori
olabilecegi gosterilmistir. Heterozigot LM ve homozigot MM genotiplerinin her ikisinin de
gbgiis kanseri gelisiminde etkili olabilecegi, kanser derecesinin (grade) ileri oldugu bireylerde
ise MM genotipinin daha sik goriildiigii yani homozigot M allelinin kanser gelisiminde daha
etkili oldugu bulunmustur. Ancak Q192R polimorfizminin gogiis kanseri gelisimi ile iligkisi

olmadigi bulunmustur (Stevens, 2006).

PONI’in 4. ckzonun 102. kodonunda izoldsin-valin degisimine sebep olan
polimorfizmin Fin’li prostat kanserli bireylerde arastirilmis, prostat kanseri riskini arttiran bir
faktor olabilecegi goOsterilmistir. Serum paraoksonaz enzim aktivitesinin heterozigot
bireylerde homozigot bireylere gore yaklasik %40 daha az oldugu belirlenmistir. Istatistiksel
analiz ile 102V alleli tasimanin prostat kanseri icin risk faktorli olabilecegi sonucuna

vartlmistir (Marchenasi, 2003).

Italyan populasyonunda prostat kanseri hastalariyla yapilan ¢alismada, PON1 Q192R
polimorfizminin Q/R genotipine sahip bireylerde prostat kanseri riskinin 6nemli dl¢iide arttigi
bulunmustur (Antognelli, 2005). PON1 L55M polimorfizminin heterozigot L/M genotipli
bireylerde prostat kanseri i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu, belirlenmistir (Antognelli,
2005).

Tirk populasyonunda osteosarkomlu hastalar ile yapilan ¢alismada, PON1 QI192R
polimorfizminin homozigot Q/Q ve PON1 L55M polimorfizminin homozigot L/L genotipinin

osteosarkom gelisiminde risk faktorii olabilecegi bulunmustur (Ergen, 2010).

2.2.MESANE TUMORLERI

Son 20 yil igerisinde toplumlarda mesane kanseri goriilme siklig1 artmistir. Amerika’da
her y11 54.500, Ingiltere’de ise 10.000 yeni mesane kanseri vakasi belirlenmektedir. Amerika
Birlesik Devletleri’nde mesane kanseri erkeklerde goriilen kanserler arasinda dordiincii sirada
ve Oliim nedeni olarak ise sekizinci sirada yer almaktadir. Ingiltere’de ise yilda 5000 kisi

mesane kanserinden hayatin1 kaybetmektedir (Parker, 1997).



Mesane kanserinin goriillme siklig1 cinsiyete, yasa ve irklara gore farkliliklar
gostermektedir. Bununla birlikte hormonal, genetik ve anatomik faktorlerin de etkili oldugu
distintilmektedir. Erkeklerde kadinlara oranla 3 kat daha fazla gozlenen mesane tiimérleri 30
yasin altindaki kisilerde iyi-ayirimli (iyi diferansiye) tiimorler olarak karsimiza ¢ikmaktadir
(Parker, 1997). Yillar i¢inde kadinlarda mesane kanseri vakalarinda artis gdzlenmistir. Bunun
1960’lardan bu yana c¢alisan kadin oranindaki artis ile baglantili oldugu diisiiniilmistiir.
Yasam ortamlar1 degisen kadinlar, daha Once etkilenmedikleri endiistriyel ve cevresel
karsinojenlere maruz kalmaya baslamistir. Ayrica kadinlarda sigara tiikketimi ayn1 donemde
belirgin bigimde artis gostermistir. Kadinlarda mesane kanserindeki artis bu nedenlere

baglanabilir (Greenlee, 2000).

Mesane kanserinin beyaz irkta goriilme sikligi siyah irka gore daha fazladir Amerikali
beyaz erkeklerde mesane kanseri goriilme sikliginin siyah erkeklere oranla yaklasik 2, beyaz
kadinlarda ise siyah kadinlara oranla yaklasik 1,5 kat fazla oldugu bildirilmistir (Stattics,
Epidemiology and End Results Program [SEER], 1973-1997). Hispanik Amerikalilarda
mesane kanseri sikliginin ise hem kadinlar hem de erkekler i¢in beyaz irkin yaklasik yarisi

kadar oldugu belirlenmistir (Canto, 2000).

Mesane kanseri ¢ocukluk donemi de dahil olmak iizere her yasta goriilmektedir. Ancak
genellikle orta ve ileri yas donemi hastalig1 olarak ortaya ¢ikmaktadir. Transisyonel hiicreli
kanserin ortalama teshis yasi erkekler icin 69, kadinlar i¢in ise 71 olarak belirlenmistir
(Lynch,1995). Ayrica yiiz binde goriilme sikliginin da yasla birlikte arttigi gozlenmistir.
Yaslilarda yiliz binde Oliim oraninin orta yasa goére daha fazla oldugu bildirilmistir.
Amerika’da hastaliga bagli olim oraninin 65-69 yaslar1 arasindaki erkeklerde %14,
kadinlarda %18 oldugu gorilmiistir. Ancak 80-85 yaslar1 arasindaki erkeklerde %30,
kadinlarda %37 olarak belirlenmistir. Geng bireylerde mesane kanserinin seyrinin daha iyi
oldugu, daha cok ylizeyel ve diisiikk dereceli tiimorler olarak ortaya ¢iktigi gozlenmistir

([SEER], 1973-1997).

Mesane kanserleri  gosterdikleri  histolojik  ozelliklere gore farkli  sekilde
isimlendirilmektedir.
Degisici Epitel Hiicreli Karsinom (DEHK) : Mesanenin degisici epitelinden koken alan

bu tip karsinomlar tiim mesane kanserlerinin yaklasik %90’1n1 olusturur. Bu nedenle mesane



kanseri ile yapilan calismalarin ¢ogu bu tip karsinom iizerindedir. DEHK’larin %70’ini
papiller, %20’sini kat1 (solid) ve %10 gibi bir kismini ise ¢ok sayida mitotik yap1 gosteren
intraepiteliyel anaplastik karsinomlar olugturmaktadir. Bu tipteki mesane tiimorlerinin %751
yiizeyel, %25°1 ise invaziv Ozelliktedir (Sandberg, 1994). Yassi Hiicreli Karsinomlar ise tiim
mesane kanserlerinin yaklasik %5-10"unu olusturur (Sandberg, 1994). Nadir goriilen mesane
tiimorleri arasinda bulunan Adenokarsinomlar %2 siklikta olmakla birlikte tant geg
konulabildiginden tedavi beklentisi diistiktiir (Bailey, 2001). Koti-ayirimli (indiferansiye)
karsinomlar da nadir goriilen ancak tan1 ve tedavisi zor olan mesane tiimorlerindendir (Bailey,

2001).

Mesane kanserlerinin evrelendirilmesinde en sik Timor-Nodiil-Metastaz  (TNM)
evrelendirme sistemi kullanilmaktadir. Mesane duvari boyunca veya mesane i¢inde olusan

invazyon diizeyine, lenf diiglimlerinin tutulumuna ve uzak bolgede hastalik bulunmasina gore

yapilan bir evrelendirmedir (Sekil 2.4) (Bailey, 2001).

Periton
Subserosa ve
perivesikal yag

Etkilenen bolge

Epitelyum | Kas
Lamina Ta {3 i Digs longitudinal
propia katmanlar, orta

i halkasal ve i¢

Kas longitudinal
. katmanlar
) . THa (B, | Submukoza
Derin [T Mukoza
kas Lamina propia
Epitelyum

Prostat
(bitisik organ)

Sekil 2.4. Mesane Kanserinin Evreleri (Yale Medical Group org.).

TNM sistemine gore; Tis(0), Ta(0), T1(A), T2(B1), T3a(B2), T3b(C), T4(D1) evreleri.

Patologlar mesane kanserini ii¢ dereceli (grade) bir puanlama sistemi kullanarak

anaplaziyi derecelendirirler (Bailey, 2001).



Cizelge 2.1.Mesane kanserinin derecelendirilmesi.

Mesane Kanserinde Anaplazi Derecelendirilmesi

Grade 1: Az indiferansiye timor

Grade 2: Orta indiferansiye timor

Grade 3: Siddetli indiferansiye timor

Endiistri toplumlarinda bir kisim faktorlerin mesane tiimorii olusumu iizerinde etkili
oldugu diistiniilmiistiir. Hastaligin gelisiminden sorumlu oldugu diisliniilen bu ¢evresel
karsinojenler asagidaki gibi siralanmaktadir.

Sigara kullanim1 kanser riskini %25 oraninda arttirmaktadir. Bu oran kiigiimsenemeyecek
bir orandir. Mesane kanserlerinde ise beste iki gibi bir oranda sigara kullaniminin riski
arttirdigi goriilmiistiir. Yine sigara kullaniminin hastaligin tekrar etmesinde oldukca etkili
oldugu gosterilmistir. Mesane kanseri ile sigara arasindaki iligskinin akciger kanserindeki

iligkiden daha fazla oldugu bildirilmistir (Thompson, 1987).

Mesleki Maruz Kalma; Boya ve ila¢ endiistrisinde calisan iscilerin maruz kaldiklar
kimyasala ve miktara bagli olarak mesane kanserine yakalanma oranlarinin yiiksek oldugu

gozlenmistir (Vineis, 1992).

Diyete Bagl Faktorler; Kafein ve yapay tatlandiricilar ile kanser arasindaki iliskiyi ortaya
koymak {izere bir¢ok calisma yapilmis ancak herhangi bir sonuca varilamamistir (Vineis,
1992).

[laglar; Fenasit ve siklofosfamidin hem insan hem de hayvan deneyleriyle mesane kanseri

olusumunda etkili oldugu ortaya konmustur (Vineis, 1992).

Bir¢ok kanserde oldugu gibi mesane kanseri olusumunda genetik etkenlerin varligida
arastirilmaktadir. Kanser olusumu ve gelisiminden dogrudan sorumlu genlerin ve bunlardaki
polimorfizimlerin yani1 sira dogrudan olmayan ancak yukarida belirttigimiz ¢evresel faktorlere
bireysel yanitin farkina bagh risklerin belirlenmesinde enzim polimorfizimleri ve kanser

iliskisi arastirma konusu olmaktadir.

Anilin boyalarla ¢alisan iscilerin digerlerine gore mesane kanseri olma sikliklarinin 50

kat arttig1 gozlenmistir (Vineis, 1992). Indirek etkili karsinojenler biiyiik lgiide karaciger,



bobrekler, gastrointestinal sistem, akciger ve ciltteki ¢esitli enzimler tarafindan metabolize
edilmektedir ve bunlarin i¢inde en 6nemlisi sitokrom P450 enzim sistemidir. Bu enzimleri
kodlayan gen bolgelerinde polimorfizimler sonucu bireyler arasinda enzim aktivitesinde
farkliliklar oldugu gosterilmistir (La Du, 1992). Kimyasal ajanlara duyarliliginin bireyler
arasinda farklilik géstermesinde enzim polimorfizmlerinin etkisinin olmasi, polimorfizimler

ve kanser gelisimi arasinda etkilesimlerin aragtirilmasina neden olmustur (Yiiksel, 2001).

Yabanci kimyasal maddelere maruziyette, kimyasalin hedefi, enzimler tarafindan
kimyasalin 0zgiin yapisinin degisiklige ugratilmasi (biyolojik transformasyon) ve konagin
zararh etkilere karsi gosterdigi “tamir” cevabi kimyasalin sagligi olumsuz etkilemesinden
sorumlu bazi etkenlerdir. Biitliin bu etkenlerin ortak noktasi genetik olarak, bireysel
tanimlanmis olmasidir. Biyotransformasyon ve detoksifikasyon derecesi ise genetik

polimorfizme bagl etkili olmaktadir.

2.3. POLIMORFIZM VE SNP GENOTIPLEME

DNA yapisinda, organizmay1 olumsuz olarak etkileyen ya da fenotipe yansiyan kalitsal
degisimlerin yani sira zararsiz kalitsal varyasyonlar da belirlenmistir. Bu varyasyonlar tiim
genomda her 200-300 niikleotitde 1-2 baz degisimini igermektedir (Tautz ve Rentz, 1984).
Ozgiin genetik varyasyonlar olarak nitelendirilen ve populasyonda en az %1 kadar goriilen
varyasyonlar polimorfizm olarak degerlendirilmektedir. Bir polimorfizm fenotipe herhangi bir

sekilde yansimadig gibi islevsel de olabilmektedir.

DNA polimorfizmi olarak adlandirilan insan genomundaki bu degisiklikler ¢ogu kez
intronda ancak bazen de ekzon bolgelerinde bulunmakta ve proteindeki islevsel degisiklik,
stabilite, aktivite ve ifade seviyesinde farklilik seklinde ortaya ¢ikabilmektedir. Tek niikleotit
degisimi ile sonuglanan polimorfizmlerin saptanmasinda gelistirilen ve genotipin

belirlenmesine yardimci olan yontemler SNP genotipleme olarak ifade edilmektedir.

DNA polimorfizimlerini ve SNP’leri tanimlamada ¢ok c¢esitli yontemler bulunmaktadir.

Tez caligmas1 kapsaminda SNP genotipleme i¢in enzim temelli iki yontem kullanilmigtir.



2.3.1. Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP)

Bu yontemle DNA’daki polimorfik bolgede bir restriksiyon enzim motifinin varligi
veya yokluguna bagli olarak niikleotit degisiminin saptanmasidir (Jeffreyes ve ark., 1985).
PCR yo6nteminin gelismesinden sonra RFLP’nin PCR ile birlikte kullanim1 (PCR-RFLP) tek
niikleotit polimorfizimlerinin kolay ve ¢abuk tespit edilmesine olanak saglamistir (Mullis ve
ark., 1990, Syvanen ve ark., 2001). Gilinlimiizde PCR ile cogaltilan DNA bdlgelerinin
restriksiyon enzimi ile parca uzunluguna bakilarak SNP analizlerinde basariyla

uygulanmaktadir (Sanyal ve ark., 2004, Garcia-Closas ve ark., 2007).

PON1 polimorfizmlerini belirlemek tizere arastiricilar g¢esitli restriksiyon enzimleri

kullanmislardir (Hin1II, Bspl, Bsp1431I) (Hasset, 1991, Humbert, 1993, Marchenasi, 2003).

2.3.2. 5’ niikleaz (TagMan) Testi

TagMan testi olarak da markalasan yontemin biyokimyasal temeli Tag DNA
Polimerazin 5’ niikleaz aktivitesine dayanmaktadir. TagMan testi ayni anda hem PZ
Reaksiyonlarin1  gergeklestirip hem de PCR sonuclarini degerlendirebilecek sekilde
diizenlenmektedir Yontemde, tek niikleotid polimorfizmini, polimorfik bolgenin revers ve
forward PCR primerleri ile g¢ogaltildiktan sonra allel ayirimi, SNP’nin oldugu DNA
polimorfik bdlgesine 6zgli problarin hibridizasyonunun saptanmasiyla belirlenmektedir.
TaqMan problari, 5° ucunda fluorofor (FAM) ve 3’ ucunda ise baskilayici molekiil
(TAMRA) igermekte ve primer tarafindan uzatilan DNA bolgesine yapisacak sekilde
hazirlanmaktadir. DNA’da 6zgilin bdlgeye yapisan probun, Taq polimerazin karsi DNA
ipligindeki primeri uzatmasi ile enzimin 5’niikleaz aktivitesine maruz kalarak yikilmaya
baslamast sonucu kendine bagl fluoroforun serbest kalmasiyla floresans yaymasina neden
olur. Cihaz tarafindan algilanan floresans siddeti ile DNA miktar1 dogru orantili olmaktadir
(Sekil 2.5). Allele 6zgii probun tam eslesmemesi durumunda (erime sicakligi daha diisiik)
DNA’ya yapisma tam olmadigindan 5’niikleaz aktivitesi de etki edememektedir. Bunun
sonucu floresans yayilmamaktadir. TagMan testi, bir reaksiyonda yedinin tizerinde SNP

belirlenecek sekilde diizenlenebilmektedir. Ancak simdilik TagqMan uygulamalar



polimorfizmi bilinen SNP’lere 6zgii problarla siirlidir ve yeni bir SNP i¢in hem reaksiyon

sartlarinin diizenlenmesi ve hem de problarin sentezlenmesi gerekmektedir (McGuigan ve

ark., 2002, Morita ve ark, 2007).
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Sekil 2.5. TagMan problarinin kimyasal mekanizmasi.



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. BULGULAR

4.1.1. Mesane Kanserli ve Saglikli Kontrol Grubu Bireylerin DNA’lar1

Mesane Tiimorlii 50 hasta kanindan ve kontrol grubu olarak 57 saglikli bireyin kanindan

total DNA izolasyonu yapilmaistir.

Agaroz jel elektroforezi sonucu DNA 6rneklerinin yiiksek molekiiler agirlikli oldugu ve
kirik bulundurmadigi gozlenmistir. Elde edilen DNA miktar1 yaklagik 50-100ng/ul olarak

belirlenmistir.

DNA bandi

Sekil 4.1: Izole edilen insan total DNA’larin agaroz jelde goriiniisii.

4.1.2. PON1 SNP Polimorfizimlerinin PCR-RFLP ile Genotiplemesi

4.1.2.1. PON1 Polimorfizimlerinin PCR Sonuglar1

Mesane kanserli 50 bireyin ve 57 kontrol grubu bireyin ¢ogaltilan PON1 Q192R, PON1

L55M ve PONI1 1102V polimorfik bolgelerine ait DNA bantlarindan bazilart asagida ayri ayri
gosterilmektedir (Sekil 4.2.,4.3., 4.4.)



PON1 L55M Polimorfizmi PCR Sonucu

PCR sonucu tiim bireylerde yaklasik 170 bg¢’lik DNA bant1 gozlenmistir.

DNA
1 2 3 cetveli B 5

Sekil 4.2: Mesane kanseri ve saglikli kontrol grubu bireylerin PON1 L55M bolgesi icin
cogaltilan PCR-DNA bantlarinin agaroz jelde goriiniimii.

PON1 Q192R Polimorfizmi PCR Sonucu

PCR sonucu tiim bireylerde yaklasik 99 b¢’lik DNA bant1 gézlenmistir.

DNA
1 2 3 cetveli 4 ) 6

99 beg

Sekil 4.3. Hasta ve saglikli kontrol grubu bireylerin PON1 Q192R bélgesi i¢in ¢ogaltilan
PCR-DNA bantlarinin agaroz jelde goriiniimii.



PON1 1102V Polimorfizmi I¢cin PCR Sonucu

PCR sonucu tiim bireylerde yaklasik 315b¢’lik DNA bant1 gézlenmistir.

DNA
7 8 9 ceteii 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Sekil 4.4: Mesane kanseri ve saglikli kontrol grubu bireylerin PON1 1102V bdlgesi i¢in
cogaltilan PCR-DNA bantlarinin agaroz jelde goriiniimii.

4.1.2.2.PON1 PCR-DNA’larinin Restriksiyon Enzim Kesimi Sonuglari

PON1 L55M, PON1 Q192R ve PONI 1102V ig¢in restriksiyon enzimi kesimi bolim
3.5.1.2°de belirtildigi gibi yapilmistir. Kesim sonrast DNA bantlar1 %3’liik agaroz jellerde
DNA merdiveni ile birlikte yiirtitiildiikten sonra degerlendirilmistir. Her iic PON1 gen bolgesi
icin yapilan restriksiyon enzim kesimi Sekil 4.5, 4.6 ve 4.7°de gosterilmektedir. Sekillerde

baz1 Mesane kanserli ve saglikli kontrol bireylerin PCR-DNA-RFLP sonuglar1 verilmistir.

PON1 L55M polimorfizimi genin 55. pozisyonda goriilen C/T niikleotid degisimi
(PON1 L55M) bu pozisyondaki amino asitin I6sinden metiyonine farklilagmasina neden
olmaktadir. C/T niikleotit degisiminde T igeren bireylerde (Homozigot M/M) Hinl Il enzimi
ile kesim sonucunda gozlenmesi beklenen iki DNA bant1 126bg, 44b¢ uzunlugundadir. Ayni
pozisyonda C bulunduran bireylerin (Homozigot L/L tipi) enzim kesimi sonucunda ise
170b¢’lik tek DNA bant1 beklenmesi gerekir. Her iki pozisyonu bulunduran heterozigot
bireylerde ise 170bg, 126bg, 44bg’lik ic DNA banti beklenebilir. Bu g¢alismada mesane
kanseri hastasi ve saglikli bireylerin genotipleri sirasiyla 15 hasta, 13 kontrol birey L/L, 20
hasta, 38 kontrol L/M, 15 hasta, 6 kontrol M/M olarak belirlenmistir.

PON1 Q192R polimorfizimi genin 192. pozisyonda goriilen A/G niikleotid degisimi
(PON1 Q192R) bu pozisyondaki amino asitin glutaminden arjinine degisimine neden
olmaktadir. A/G niikleotit degisiminde G igeren bireylerde (Homozigot R/R) BspPI enzimi ile
kesim sonucunda goézlenmesi beklenen iki DNA banti 63bg, 36b¢, uzunlugundadir. Ayni
pozisyonda A bulunduran bireylerin (Homozigot Q/Q tipi) enzim kesimi sonucunda ise

99b¢’lik tek DNA banti beklenmesi gerekir. Her iki pozisyonu bulunduran heterozigot



bireylerde ise 99bg, 63bg, 36b¢’lik iig DNA bant1 beklenebilir. Bu ¢alismada mesane kanseri
hastas1 ve saglikli bireylerin genotipleri sirastyla 28 hasta, 25 kontrol birey Q/Q, 18 hasta, 32
kontrol Q/R, 4 hasta R/R olarak belirlenmistir.

PON1 1102V polimorfizimi genin 102. pozisyonda goriilen C/T niikleotid degisimi
(PONL1 1102V) bu pozisyondaki amino asitin izoldsinden valine degisimine neden olmaktadir.
C/T niikleotit degisiminde T iceren bireylerde (Homozigot V/V) BspP143I enzimi ile kesim
sonucunda gozlenmesi beklenen iic DNA banti 196bg, 100bg, 19b¢. uzunlugundadir. Ayni
pozisyonda C bulunduran bireylerin (Homozigot I/1 tipi) enzim kesimi sonucunda ise 216bg,
100b¢’lik iki DNA banti beklenmesi gerekir. Her iki pozisyonu bulunduran heterozigot
bireylerde ise 216bg, 196bg, 100bg, 19b¢’lik dort DNA banti beklenebilir. Bu g¢alismada
mesane kanserli ve saglikli kontrol bireylerin PCR-DNA’larinda enzim kesimi yapildiktan
sonra kesim sonucu elde edilen iki bantin uzun olan1 DNA merdiveninde 216 veya 196bg’ne;
kisa olant 100b¢’ne karsilik gelebilmektedir. Ancak gozlenmesi beklenen iic¢lincii 19bg’lik
bant gozlenememistir. Kisa DNA bantlarin agaroz jelde gozlenmesinde bazen sorun
yasanabilmektedir. Bu nedenle arastirilan tiim bireylerin homozigot I/I veya homozigot V/V
genotiplerinden hangisi oldugu saptanamamistir. Genotipin dogru tayini i¢in Real-Time PCR-
SNP analizi yapilmas: gerektigi sonucuna varilarak tiim bireyler bu yontemle PON1 1102V

polimorfizmi i¢in analiz edilmistir (Bkz 4.1.3).

50 hasta ile 57 saglikli bireyin PON1 L55M, PON1 QI92R ve PONI1 1102V
polimorfizimleri i¢in bu boliimde yer alan PCR-RFLP yontemi ile yapilan ve bdlim
4.1.2.3.°de verilen Real Time PCR yontemi (SNP) ile yapilan genotipleme analizlerinin
sonugclari birlikte degerlendirilerek tek bir tabloda verilmistir. (Cizelge 4.1.).



PONI1L55M igin RFLP (Hin1 II) genotiplemesi

PON1 L55M Restriksiyon Enzim Kesimi Sonuclar:

DNA

3 4 5 6 7 8 cetveli Genotip DNA
uzunlugu bg
LM L MM L/L (homozigot) 170 bg
genotipi  genotipi gonctiol M/M(homozigot) 126bg
44bg
L/M (heterozigot) 170bg
126bg
44bg
Sekil 4.5: RFLP sonucu PON1 55 bolgesinde kesilmis bantlarin gériintimii.
PON1 Q192R Restriksiyon Enzim Kesimi Analizi
Sonug:larl PONI1QI192R i¢in RFLP (Bsp PI) genotiplemesi
DNA
1 2
Genotip DNA uzunlugu bg
Q/Q(homozigot)  99b¢
QQ QR R/R (homozigot)  63bg
genotipi genotipi 36b9
Q/R(heterozigot)  99b¢
63bg
36bg

Sekil 4.6: RFLP sonunda PON1 192 bolgesinde kesilmis bantlarin gériinimii.

PON1 1102V Restriksiyon Enzim Kesimi Analizi

Sonuglarl PONI11102V i¢in RFLP (Bsp143 1) genotiplemesi
c[:t':‘,):“ Genotip DNA uzunlugu bg

1/1(homozigot) 196bg

100bg

19b¢

V/V(homozigot) 216bg

100bg

1/V/(heterozigot) 216bg

196bg

100bg

Sekil 4.7: RFLP sonucunda PONI 102 boélgesinde kesilmis 19bg

bantlarin jelde goriintimii.



4.1.3. PON1 SNP Polimorfizimlerinin TagMan PCR ile Genotiplemesi

4.1.3.1. PON1 L55M Polimorfizimi Genotip sonuglari

PON1 L55M polimorfizmi igin; her iki allel C niikleotiti bulunduruyorsa grafikte yesil
cizgi belirgin sekilde yiiksek goriilmiistiir ve bireyin genotipi L/L homozigot olarak
degerlendirilmistir. Her bir allel farkli niikleotitler igeriyorsa yani bir allel C diger allel T
niikleotiti iceriyorsa grafikte ise hem yesil hem de mavi ¢izgi gozlenmis ve genotip L/M
olarak belirlenmistir. Alleller T niikleotidi bulunduruyorsa grafik ¢izgisi mavi gézlenmistir ve

genotip M/M olarak belirlenmistir.

Multicomponent Plot Multicomponent Plot

Multicomponent Plot
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Sekil 4.8. PON1 polimorfizmleri Real-Time PCR SNP Genotipleme Analizi sonuglarini
gosteren grafikler.

Yapilan istatistik analiz sonucunda mesane kanserinin gelisiminin L55M
polimorfizminin farkli genotipleri ile iligkili oldugu goérilmiistiir (p=0,0010). Toplam 50 hasta
bireyden 15’inin LL, 20 bireyin LM ve 15 bireyin MM genotipinde oldugu belirlenmistir.
Kontrol grubunda ise 57 birey arasinda 13 bireyin LL, 38 bireyin LM ve 6 bireyin MM
genotipinde oldugu goriilmistiir. Yapilan analiz sonucunda heterozigot LM (OR=0,333, %95
Cl, 0,151 - 0,734) ve homozigot MM (OR= 3,643, %95 ClI, 1,288 — 10,306) genotiplerinin

mesane kanseri gelisimi iizerine etkili oldugu belirlenmistir (p=0,03) (Cizelge 4.1).



Cizelge 4.1. PON1 L55M polimorfizminin istatistiksel analiz sonuglari.

PON1 GRUP Total
hasta kontrol

L55M L/L Birey Sayisi 15 13 28
GRUP i¢i % %30,0 %22,8 %26,2

L/M Birey Sayisi 20 38 58

GRUP i¢i % %40,0 %66,7 %54,2

M/M Birey Sayisi 15 6 21

GRUP i¢i % %30,0 %10,5 %19,6

Total Birey Sayisi 50 57 107
GRUP i¢i % %100,0 %100,0 %100,0

Tek allel frekansini belirlemek {izere yapilan istatistiksel analiz sonunda yalnizca L
alleli tasiyor olmak hasta ve saglikli bireyler arasinda farklilik gostermemistir (p=0,447).
Baska bir ifadeyle yalnizca L alleli bulundurmanin mesane kanseri gelisiminde etkisiz oldugu
sonucunu ortaya koymaktadir. Ancak allellerden birisinin ya da her iki allelin M olmasinin

bireylerde hastalikla iliskili oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. PON1 L55M polimorfizmi L ve M allellerinin istatistiksel analiz sonuglart.

GRUP Total
hasta Kontrol

ALLEL L Birey Sayisi 50 64 114
GRUP i¢i % %50,0 %56,1 %53,3

M Birey Sayis1 50 50 100

GRUP i¢i % %50,0 %43,9 %46,7

Total Birey Sayis1 100 114 214
GRUP i¢i % %100,0 %100,0 %100,0

4.1.3.2. PON1 Q192R Polimorfizimi Genotip Sonuglari

PONI Q192R polimorfizmi i¢in; her iki allelin T niikleotidi bulundurmasi ile grafikte
mavi ¢izgi gozlenmis ve genotipin Q/Q homozigot oldugu sonucuna varilmistir. Allellerin
biri T digeri C niikleotidi iceriyorsa grafikte hem mavi hem de yesil ¢izgi goriilmiistiir.
Bireyin genotipi Q/R olarak degerlendirilmistir. Her iki allelin C niikleotidi bulundurmasi

yesil grafik ¢izgisi géstermistir ve genotip R/R olarak belirlenmistir.

[statistik analiz sonucunda mesane kanserinin gelisiminin Q192R polimorfizminin farkli

genotipleri arasinda bir iliski oldugu goriilmistiir (p=0,010). 50 hasta bireyden 28’inin QQ,



18 bireyin QR ve 4 bireyin RR genotipinde oldugu belirlenmistir. Kontrol grubunda ise 57
birey arasinda 25 bireyin QQ, 32 bireyin QR genotipinde oldugu goriilmiistiir. Ancak RR
genotipinde saglikli birey belirlenmemistir. RR genotipinin yalnizca hasta bireylerde
goriilmesi, saglikli bireylerde RR genotipinin %0 oranla bulunmasi nedeniyle bu genotip i¢in

matematiksel karsilastirma yapilamamaktadir (Cizelge3.4).

Cizelge 4.3. PON1 Q192R polimorfizminin istatistik analiz sonuglari.

GRUP Total
hasta Kontrol

Q192R Q/Q Birey Sayisi 28 25 53
GRUP i¢i % %56,0 %43,9 %49,5

Q/R Birey Sayisi 18 32 50

GRUP i¢i % %36,0 %56,1 %46,7

R/R Birey Sayisi 4 0 4

GRUP i¢i % %8,0 %,0 %3,7

Total Birey Sayis1 50 57 107
GRUP i¢i % %100,0 %100,0 %100,0

Hasta ve saglikli bireylerde tek allel frekansinin ayri ayr1 Q ve R alleli igin yapilan
istatistiksel analiz sonunda anlaml bir farklilik gorilmemistir (p=0,853). Bir baska deyisle
mesane kanseri gelisiminde Q alleli ya da R alleli bulundurmanin etkisiz oldugu sonucuna
varilmaktadir. Ancak her iki allelin R olmasi durumunda homozigot R/R genotipinin

bireylerde hastalikla iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Cizelge 4.4. PON1 Q192R polimorfizminin Q ve R allellerinin istatistiksel analiz sonuglari.

GRUP Total
hasta kontrol

ALLEL Q Birey Sayist 74 82 156
GRUP i¢i % %74,0 %71,9 %72,9

R Birey Sayist 26 32 58

GRUP i¢i % %26,0 %28,1 %27,1

Total Birey Sayisi 100 114 214
GRUP i¢i % %100,0 %100,0 %100,0

4.1.3.3. PON1 1102V Polimorfizimi Genotip Sonuglari

Hasta ve kontrol grubuna ait tiim 6rneklerde her iki allelin yalnizca FAM boya (mavi)

ile isaretlendigi goriilmiistiir. Buna bagl olarak tiim bireylerin PON1 1102V polimorfizmi



acisindan homozigot I/l genotipinde oldugu belirlenmistir. 1102V polimorfizmi i¢in yapilan
genotipleme analizleri sonucunda hem hasta hem de saglikli bireylerin tamaminin /I
genotipinde oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle herhangi bir istatistiksel analiz yapmak miimkiin

olmamustir.

4.1.3.4. PON1 (L55M, Q192R, 1102V) Polimorfizimlerinin Baglantili Genotip Sonuglar1

Calismada mesane kanserli hasta ve saglikli kontrol bireylerin arastirilan PONI1
polimorfizimleri i¢in ayr1 ayri1 belirlenmis olan genotiplerinin birlikte (linked) yiizde
dagilimlan istatistiksel olarak degerlendirilerek ve hasta ve kontrol bireyler arasinda genotip

iligkileri analiz edilmistir.

Cizelge 4.5. Mesane kanserli hasta ve kontrol gruplarinda polimorfizmlerin genotip

ozelliklerinin % dagilimlari.

PON1 L55M PON1 Q192R PON1 1102V

LL [UM MM |QIQ [QR |RR | N [ VIV
Hasta | %30 | %40 | %30 | %56 | %36 | %8 | %100 |- -
Kontrol | %26 | %62 | %12 | %50 | %61 | - %100 | - -

PONT’in L55M ve QI192R polimorfizmlerinin baglantili genotip sonuglari
incelendiginde tek bir polimorfizm igin (LL-RR veya MM-QQ) homozigot varyant allel
bulundurmasi bireyde mesane kanseri riskinin artmasi igin yeterli goriilmektedir. Taranan

populasyonun tamaminda PON1 MM-RR genotipine sahip bireye rastlanmamustir.

Cizelge 4.6. Mesane kanserli Hasta ve kontrol grubunda bireylerin her ii¢ polimorfizm

acisindan % dagilimlarn

LL/QQ | LL/QR | LL/RR | LM/QQ | LM/IQR | LM/RR | MM/QQ | MM/QR | MM/RR | Toplam

Hasta | 066 | %18 | %8 | %20 | %18 | - %30 |- - %100

Kontrol | %23 | - %35 | %32 |- %9 | %l |- %100

4.1.4.

Mesane Kanserli Bireylerde PON1 Polimorfizimlerinin Cevresel Faktorlerle iliskisi

Mesane kanseri hasta bireylerde cinsiyet, yas, sigara ve alkol kullanimi, meslek
ozellikleri gibi degisken faktorleri belirlemek {izere anket formu diizenlenmistir (bkz. ekler).

Ozellikle polimorfizmleri etkileyebilecek cevresel bir takim bilgiler sorgulanmistir. Anket



sonuglart istatistiksel olarak degerlendirilmis ve PON1 polimorfizmlerinin mesane kanserli

hasta bireylerde ¢evresel faktorlerle iliskileri aragtirilmistir.

Hasta grubunda yas araliginin 26 ile 88 arasinda oldugu belirlenmistir. Genotiplere
gore yas dagilimi birbirine yakin bulunmustur. Yas ortalamalar1 genotiplere gore sirasiyla;
Q/Q genotipi i¢in 63, L/L genotipi i¢in 58, Q/R genotipi i¢in 59, L/M igin 61 ve R/R igin 57,
M/M igin 65 olarak belirlenmistir. Yapilan istatistik analiz sonucunda yas ile genotip
dagilimlar1 arasinda 6nemli bir farklilik goriilmemistir (PON1 Q192R igin p=0,607, PON1
L55M igin p=0,468).

Mesane kanseri hasta grubu 38 erkek ve 12 kadin bireyden olusmustur. Mesane
kanserinin goriilme siklig1 cinsiyete, yasa ve irklara gore farkliliklar gostermektedir.
Erkeklerde kadinlara oranla 2,5 katdan daha fazla gozlenen mesane tiimoérleri 30 yasin
altindaki kisilerde iyi-ayirimli tiimorler olarak karsimiza ¢ikmaktadir ([SEER], 1973-1997,
Bailey, 2001).

Buna kargin PONI1 polimorfizmlerinin genotipleri ile bireylerin cinsiyetleri arasinda

yapilan analiz sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir (Bkz. Ekler).

Hasta grubu bireylerden yalnizca 42 tanesi sigara kullanimu ile ilgili anket sorusunu
yanitlamistir ve bunlardan 22 birey sigara kullandigini 20 birey ise kullanmadigini
belirtmistir. Yine sigara kullanan ve kullanmayan bireyler ile PON1 genotipleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir. Sigara kullanim1 pek ¢ok kanser tipinde
kanser ile iligkilendirilmistir (Carbone, 1992). Mesane kanserine yakalanma riskini %20
arttirdig@i  belirtilmistir (Thompson, 1987). Benzer sekilde alkol, kahve ve tatlandirict
kullanimi1 ile PON1 genotipleri arasindaki iliski istatistiksel olarak analiz edilmis ve higbiri ile

anlamli bir farklilik bulunmamigtir (Bkz. EKler).

Hipertansiyon, kolesterol, kalp hastaligi, ateroskleroz, bobrek, prostat ve karaciger
hastaliklari, felg, obezite, beyin kanamasi , Alzheimer ve ailedeki kanser gecmisi ile PON1
polimorfizmleri genotipleri arasindaki iligki istatistiksel olarak analiz edilmis ve anlamli bir

farklilik bulunmamistir (Bkz. Ekler).



4.2. TARTISMA

Bazi HDL alt guruplarina bagli bulunan serum paraoksonaz enzimi organofosfatli, azo
boyali, sarin gibi yabanci maddelerin detoksifikasyonunu hidrolizleyen bir A esterazdir
(Aldrige WN. 1953, Pool 1972, Zech 1974, Furlong 1988, Davies ve ark., 1996 Primo-Parmo
1996, Mackness 1987). Organizmadaki endojen rdliiniin LDL’nin oksidasyonunu dnleme ve
lipid peroksidasyonuna karsi antioksidan etki gostermek oldugu diisiiniilmektedir (Navab
1995, Watson 1995 Mackness 1998, Aviram 1999).

Bu nedenle PON1 enzimi polimorfizimlerinin ¢esitli organlari, sistemleri etkileyen
hastalik olusumlarinda risk faktorii oldugu arastirmalar ile gosterilmis ve son yillarda kanser

olusumunda da bu polimorfizimlerin iliskisi arastirilmistir.

Yapilan ¢aligmalarla son yillarda diinyada ve iilkemizde mesane kanseri sikliginin
arttigr gorilmis ve erkeklerde akciger, prostat, kolorektal timorlerden sonra siklik agisindan
4. sirada yer aldigi belirlenmistir (Baykara, 2007, Dizdar, 2007). Kadinlarda ise erkeklere
gore 1/3 siklikta goriilen mesane kanseri, gogilis kanseri, sindirim sistemi kanserleri, uterus
kanseri, endometriyum kanseri, over kanseri ve akciger kanserinden sonra 8. sirada yer

almaktadir (Garcia-Closas, 2007, Tural, 2006, Borkowska, 2007).

Mesane tlimdrlerinin  olusumunda; genetik yatkinlik basta olmak {izere sirasiyla
(predisposisyonlar), endiistriyel karsinojenler, tiitiin, kronik irritasyon ve enfeksiyon,
onkojenik virlisler, analjezik kullanimi, idrar stazi, kahve, sitostatikler gibi faktorlerin rol

oynadig1 diistiniilmektedir (Baykara ve ark., 2007).

Mesane tiimdrlerinin hiicre tipine gore yapilan smiflandirilmasinda (staging) epitelyal
tiimorler mesane tiimdrlerinin %98’in1 olusturmaktadir. Bunlarin %90°1 ise degisici epiteliyal
ve %7 si yasst epiteliyal tiimorleri kapsamaktadir. Nadiren ve daha cok geng¢ hastalarda
goriilen papillom, iyi huylu (bening) bir timérdiir. Nonepitelyal tiimorler ise %2 oraninda

goriilmektedir. (Macvicar ve ark., 2000).

Genetik faktorlerin mesane kanseri lizerinde risk arttirici etkisi ile ilgili yapilan
arastirmalarda, belirteg genler belirlemek iizere genis capli tek niikleotit polimorfizmi

taramalar1 yapilmis ve NAT2 ve GSTMI’in genetik roli mesane kanseri ile



iliskilendirilmistir. VEGF (vaskiiler endotelial growth faktér) geninin de diizenleyici
bolgesindeki genel genetik varyasyonlarin mesane kanseri {izerinde etkili olabilecegi

gosterilmistir (Garcia Closas ve ark., 2007).

Isve¢ populasyonunda mesane kanseri hasta bireyler ile zeroderma pigmentosum
bilesenleri grup C, grup D ve grup G, X-Ray tamir bilesenleri grup 1 ve grup 3, Nijmegen
kirilma sendromul, cyclin D1, metilen tetrafolat rediiktaz, NADPH dehidrogenaz quinonl, H-
ras ve glutatyon S-transferaz tetal genlerinin polimorfizmleri arasindaki iliskiler
arastirtlmistir.  XPC geninin ekzon 15’deki A/C polimorfizminde C alleli bulundurmanin
mesane kanseri riskini arttirdigi, H-ras geninin ekzonl1’deki T/C polimorfizminin homozigot
C/C genotipinin ise mesane kanseri riskini azalttigi belirlenmistir. DNA tamir genleri olan
XPG ve NBSI genlerindeki tek niikleotid polimorfizmleri i¢in homozigot varyant
genotiplerin ve GSTT1’in homozigot yabanil genotipinin mesane kanseri igin risk faktorii

oldugu bulunmustur (Sanyal ve ark., 2004).

PONI1 polimorfizmlerinin gogiis kanseri insidansina etkisi arastirilan calismada
postmenopozal kadinlarda Q192R tek niikleotid polimorfizminin gogiis kanseri ile iliskisi
olmadigi L55M polimorfizminin ise gogiis kanseri olusumunda Onemli Olclide risk
olusturabilecegi bulunmustur. Heterozigot L/M genotipi i¢cin OR degeri 1,23 (%95 CI, 0,92-
1,65), homozigot M/M genotipi i¢in ise OR degeri 1,58 (%95 CI, 1,05-2,37) olarak
belirlenmistir (p=0,03). Sadece ileri derecede meme kanserli bireylere bakildiginda ise M/M
genotipi tastyanlar igin OR degeri 1,85 p degeri de 0,01 bulunarak homozigot M allelinin
daha etkili oldugu bulunmustur. PON Q192R ve L55M polimorfizmlerinin genotip
kombinasyonlar1 ile yapilan istatistiksel analizlerde anlamli bir sonuca ulagilmamistir

(Stevens ve ark., 2006).

Bu calismada da benzer sekilde PON1 L55M polimorfizminin heterozigot L/M (OR=
0,333; 0,151 — 0,734) ve homozigot M/M (OR= 3,643; 1,288 — 10,306) genotiplerinin hastalik
ile iliskili oldugu bulunmustur (p=0,03). Calismamizda mesane kanseri ile PON1 Q192R
polimorfizminin genotipleri arasinda bir iliski oldugu ortaya ¢ikmistir (p=0,01). QR genotipi
icin OR degeri 0,440 (0,202 — 0,958), RR genotipi i¢in OR degeri 11,129 (0,584 — 212,048)
olarak bulunmustur (p=0,09).



Fin’li erkeklerde PONI’in yeni bulunmus bir polimorfizmi olan 102. kodonda
gozlenen izoldsin-valin degisiminin prostat kanseri riskini arttiran bir faktor olabilecegi
gosterilmistir. Istatistiksel olarak OR degeri 7,2 (%95 CI, 2,3-22,3) p degeri 0,005
bulunmustur. PON1’in 4. ekzonun 102. kodonunda izoldsin-valin degisimine sebep olan
polimorfizmin serum paraoksonaz enzim aktivitesini diislirdiigii ve heterozigot bireylerde
enzim aktivitesinin homozigot bireylere gore yaklasik %40 daha az oldugu belirlenmistir. Bu
calismada 14 yil siireyle prostat kanseri 6n taramasi yapilan yaklagik 1600 erkek bireyin
%96,4’linlin homozigot I/l ve %3,6’sinin heterozigot I/V genotipine sahip oldugu
goriilmiistiir. Istatistiksel analiz ile 102V alleli tasimanin prostat kanseri igin risk faktorii

olabilecegi sonucuna varilmistir (Marchenasi ve ark., 2003).

Bu calismada hem mesane kanseri hem de kontrol bireylerin tamami PON1 1102V
polimorfizmi agisindan homozigot I/I genotipi goéstermistir. Taranan 107 Tirk bireyin
tamaminin homozigot bulunmasi, Tiirk populasyonu ile Fin populasyonunun genotip dagilimi
bakimindan benzer oldugunu diisiindiirmektedir. Taranan birey sayisinin arttirilmasi ile
populasyondaki heterozigot bireylerin de tespit edilmesi miimkiin olabilecektir. Ancak 0
zaman mesane kanseri i¢in polimorfizmin etkisi konusunda istatistik analiz yapilabilecektir.
Calismamizda serum paraoksonaz aktivitesine bakilmadigindan Fin populasyonuyla enzim
aktivitesi bakimindan karsilastirma yapmamiz miimkiin olmamistir. Bu nedenle PON1 102V
genotipinin mesane kanserine etkisi olup olmadigi belirlenememistir. PON 1102V

polimorfizmlerinin etkisini arastirabilmek i¢in birey sayisini arttirmak gerekmektedir.

Ayni ¢aligmada diger PON1 polimorfizmleri olan L55M ve Q192R polimorfizmlerinin
prostat kanseri riskine etkileri de arastirllmistir. Cox modeline gore yapilan istatistiksel
analizde PON1 55L-192Q haplotipi (RR=11,6, %95 ClI, 2,4-57,5; p=0,003) ve 55M-192Q
haplotiplerini (RR=6,3, %95 CI, 1,2-32,6; p=0,027) 102V alleli ile birlikte bulunduran
bireylerin prostat kanseri ile 6nemli 6l¢giide iligkili oldugu bulunmustur. Ancak tek basina

QI192R ve L55M genotipleri i¢in anlaml1 bir sonu¢ bulunmamistir (p=0,72).

Yapilan c¢alismada PON1 L55M polimorfizminin genotiplerinin hastalik ile iligkili
oldugu bulunmustur. Heterozigot LM genotipi, homozigot MM genotipi ve M alleli sikliginin
hastalik ile iliskili oldugu belirlenmistir. Yaptigimiz analizler sonucunda mesane kanseri ile
PON1 Q192R polimorfizminin QR, RR genotipleri ve R alleli arasinda bir iliski oldugu
ortaya ¢ikmustir.



Serbest radikal stresinin de prostat kanseri olusumuna etkisi oldugu Fleshner ve
arkadaslar1 (1998) tarafindan yapilan bir ¢alisma ile gosterilmistir. Ayrica Marchesani ve
arkadaglarinin  (2003) yaptigi c¢alisma da bunu desteklemektedir. Kansere yatkinlik
arastirmalarinda oksidatif stres taramasi yapilirken PON1 102 I/V genotipli bireylerde serum
paraoksonaz aktivitesi diisiik oldugundan yapilacak ¢aligsmalarda ek tarama parametresi olarak

kullanilmasi gerektigi ileri siiriilmiistiir (Marchenasi ve ark., 2003).

Prostat kanserli 384 ltalyan birey ile yapilan c¢alismada, PONI QI192R
polimorfizminin Q/R genotipine sahip bireylerde prostat kanseri riskinin 6nemli 6l¢iide arttig1
bulunmustur (OR=2,13 %95 CI, 1,52-2,98; p<0,0001) (Antognelli, 2005). Bizim
bulgularimizin aksine Antognelli ve arkadaglari (2005) PON1 QI192R polimorfizminin
homozigot R/R genotipinin hasta bireylerde olduk¢a az goriildiigiinii bildirmistir (OR=0,34,
%95 ClI, 0,19-0,59). Mesane kanseri tizerine yaptigimiz ¢alismada homozigot R/R genotipinin
hastalik riskini 6nemli bi¢imde arttirdigi gézlenmistir (OR=11,129, 0,584 — 212,048)
(p=0,09).

Prostat kanserli hastalarin %51,3’tinde PON1 L55M polimorfizminin heterozigot L/M
genotipi goriilmistiir ve L/M genotipinin bireyler icin 6nemli bir risk faktori oldugu
belirlenmistir (OR=1,44, %95 CI, 1,03-2,00) (p=0,02) (Antognelli, 2005). Aym
polimorfizmin homozigot M/M genotipinin de prostat kanseri riskini arttirdigi goriilmiistiir

(OR=1,92 %95 ClI, 1,19-3,10) (p=0,004) (Antognelli ve ark., 2005).

Yapilan ¢alismada mesane kanseri i¢in PON1 L55M polimorfizminin benzer bigimde
risk olusturdugu gozlenmistir. Heterozigot L/M genotipi i¢in OR degeri 0,333, %95 CI, 0,151
— 0,734, homozigot M/M genotipi igin OR degeri 3,643, %95 CI, 1,288 — 10,306 olarak
belirlenmistir (p=0,03).

Ergen ve arkadaslar1 (2010) tarafindan yurdumuzda osteosarkomlu 50 birey ile yapilan
calisgmada, PON1 Q192R polimorfizminin homozigot Q/Q genotipinin (OR=0,365, %95 CI,
0,161-0,83; p=0,015) ve PON1 L55M polimorfizminin homozigot L/L genotipinin
(OR=0,136, %95 CI, 0,037-0,50; p=0,001) osteosarkom gelisiminde risk faktorii olabilecegi
bulunmustur Ayni ¢alismada PONT1 polimorfizmlerinin haplotip karsilastirilmasi yapilmis ve

PON1 192Q-55L haplotipinin osteosarkom ile iliskili oldugu goriilmiistiir (p=0,02).



Bu calismada ise PON1 L55M polimorfizminin heterozigot L/M genotipi (OR=0,333,
%95 CI, 0,151 — 0,734) ile homozigot M/M genotipinin (OR= 3,643, %95 ClI, 1,288 — 10,306)
mesane kanseri riski tizerine etkili oldugu belirlenmistir (p=0,03). Mesane kanseri ve PON1
QI192R polimorfizminin genotipleri arasinda yaptigimiz istatistik analizlere gore dikkate
deger bir iliski oldugu ortaya ¢ikmistir (p=0,01). PON1 192 polimorfizminin Q/R genotipi
(OR= 0,440, 0,202 — 0,958) ve RR genotipi (OR=11,129, 0,584 — 212,048) hastalik
gelisiminde risk faktorii olarak bulunmustur (p=0,09).

PON enzimi polimorfizimlerinin ¢esitli organlar, sistemleri etkileyen hastalik
olusumlarinda risk faktorii oldugu aragtirmalar ile gosterilmistir. Son yillarda bazi genetik
polimorfizmlerin koroner arter hastaliklart (KAH) icin risk faktorii olusturabilecegi
bulunmustur. Lipit peroksidasyonunu 6nlemede 6nemli bir enzim olan serum paraoksonaz
enzim aktivitesi ile iliskili PONI1 polimorfizmlerinin KAH ile iligkisi cesitli diinya

populasyonlarinda arastirilmistir.

Japon populasyonu ile yapilan ¢alismada, PON1 Q192R polimorfizmi ve KAH
arasindaki iligkiye bakilmigs ve R alleli tasiyanlarda KAH riskinin yiiksek oldugu
belirlenmistir (Zama ve ark.,, 1997). Bu c¢alismada beyaz 1wk ile allel frekanslar
karsilastirtlmis ve Japon bireylerin R allel frekansinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Benzer sekilde Amerikali (Serrato ve ark., 1995) ve Fransiz (Ruiz ve ark., 1995)
populasyonlari ile yapilan ¢alismayla da R allelinin (Arjinin) KAH insidansiyla iligkili oldugu

gosterilmistir.

Hintli ve Asyal1 bireylerde yapilan aragtirma sonucunda ise Cinlilerde polimorfizm ile
hastalik arasinda bir iliski gozlenmemis ancak Hint populasyonunda PONI Q192R
polimorfizminin KAH i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu belirlenmistir (Sanghera ve ark.,
1997, Pati ve ark., 1998). Fin populasyonu ile yapilan ¢alismada da Cinlilerle ayn1 sonug elde
edilmistir (Antikainen ve ark., 1996).

Ulkemizde Koroner Arter Hastaligi (KAH) ile yapilan calismanin sonucunda PON1
L55M polimorfizmi hastalik i¢in risk faktorii olustururken PON1 Q192R polimorfizminin
KAH tizerine herhangi bir etkisi olmadigi bildirilmistir. Enzim aktivitesi diisiik olan M
allelinin hasta bireylerde daha fazla bulundugu gorilmistiir (p=0,003) (Taskiran ve ark.,
2009).



Aynacioglu ve arkadaslarinin (2000) KAH’I1 Tiirk hastalar ile yapmis oldugu ¢alisma
sonucunda, Tagkiran (2009) ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma ile benzer sekilde PON1 Q192R
polimorfizmi ile hastalik arasinda iliski olmadig1 goriilmiistiir. Tiirk populasyonu, Fin ve Cin
populasyonlar1 ile PON1 QI192R polimorfizmi agisindan karsilastirildiginda, her {ig
populasyonda polimorfizm dagilimi benzerlik gostermekte olup, hepsinde KAH igin bir risk

faktorli olmadigi anlasilmaktadir.

KAH ile PON1 L55M polimorfizmi arasindaki iliskiye bakildiginda ise Japon
populasyonu i¢in bir iliski bulunmadig1 ancak Tiirk populasyonunda M allelinin KAH igin
risk faktorii olusturdugu goriilmektedir (Zama ve ark., 1997, Taskiran ve ark., 2009).

Tiirk ve diinya populasyonlarinda PONI1 polimorfizmlerinin diyabet ile arasindaki

iligkiler aragtirilmig ve hastalik i¢in risk faktorii olabilecegi bulunmustur.

Tiirk populasyonunda Tip2 diyabet hastalarinda yapilan ¢alismada PON1 Q192R ve
L55M polimorfizmlerinin hastalik iizerine etkileri arastirilmis, Q/Q ve M/M genotiplerinin

hastalik gelisiminde risk faktorii oldugu belirlenmistir (Ergun ve ark., 2011).

Altuner ve arkadaglarmin (2010) yaptigi1 ¢aligmada ise PON1 QI92R ve L55M
polimorfizmlerinin Tip2 diyabet komplikasyonlariyla iliskileri arastirilmig, her iki
polimorfizmin hastalikla iligkisi oldugu goriilmiis ancak Q192R polimorfizminin heterozigot
Q/R genotipine sahip bireylerde diyabetik komplikasyon ortaya ¢ikmasinda ii¢ kat daha fazla

etkili oldugu gozlenmistir.

Avustralyali diyabetik retinopati hastalar1 ile yapilan arastirma sonucunda PONI
L55M polimorfizmine ait L/L genotipinin diyabetik retinopati gelisimi icin risk faktorti
olusturdugu ancak PONI QI92R polimorfizminin hastalik {iizerine etkisi olmadigi

goriilmiistiir (Kao-Yan-Lin ve ark., 1998).

Cek populasyonunda makroanjiyopatili diyabet hastasi bireylerle yapilan caligmada
PON1 geninin Q192R ve L55M polimorfizmleri arastirilmis ve PON1 192 Q/Q, PON1 55
M/M genotiplerinin hastalik icin risk faktorii olabilecegi belirlenmistir. Bunun yaninda

homozigot R/R ve L/L genotipli bireylerde serum paraoksonaz enzim aktivitesi yiiksek olup



daha 1yi diyabet kontrolii saglanirken, makroanjiyopatili diyabet hastalarinda serum
paraoksonaz enzim aktivitesi diisiikk ve diyabet kontroliiniin zayif oldugu bulunmustur (Flekac

ve ark., 2008).

PON1 QI192R polimorfizminin Q/Q genotipinin Ispanyol migren hastalarinda erken
donem migren ile iliskili olabilecegi bulunmus, beyaz ik ve Asya populasyonlari ile yapilan
meta analizi sonucunda PON1 L55M polirmorfizminin L/M genotipinin Parkinson
hastaliginda risk faktorii oldugu belirlenmistir. (Garcia-Martinez ve ark., 2010, Zintzaras ve
ark., 2004).

Membranoproliferatif glomerulonefritli (MPGN) Tiirk hastalarda yapilan calisma
sonucunda PON1 Q192R polimorfizminin Q/Q genotipine sahip bireylerde serum
aktivasyonunun diisiik oldugu ayn1 zamanda homozigot Q/Q genotipinin MPGN gelisiminde

risk faktorii olabilecegi bulunmustur (Bilge ve ark., 2007).

Bu calismada PON1 Q192R genotipi allel dagilimlarina bakildiginda yaygin genotip
%49,5 ile QQ, %46,7 ile QR ve %3,7 ile RR olarak gézlenmistir. Varyant allel olan R’nin
sikligi Hardy-Weinberg kuralina gore hesaplanarak 0,27 olarak bulunmustur. Yine Tiirk
populasyonunda PON1 polimorfizmleri ile yapilan farkli ¢alismalarda allel dagilimi ve
varyant allel frekansi bizim calismamizla karsilastirildiginda PON1 Q192R genotipi igin
Aynacioglu’nun (1999) yaptigi ¢alismada benzer sonug elde edilmistir (0,31). Karakaya
(1991) ise 105 bireyle yaptig1 ¢alismada R allel frekansini 0,37 olarak bulmustur. Q alleli, R
alleli ile enzim aktivitesi bakimindan karsilastirildiginda diisiik aktiviteli alleli temsil

etmektedir.

Diinya populasyonlarina bakildiginda PON1 Q192R i¢in varyant allel frekansinin Japon
ve Cin’lilerde 0,58 (Zama ve ark., 1997, Sanghera ve ark., 1998), Avrupa populasyonlarinda
ise 0,24-0,30 arasinda; Amerikan ve Hint populasyonu i¢in 0,31 bulunmustur. Tiirk
populasyonunun allel frekansi bakimindan Avrupa (Herrmann ve ark., 1996, Blatter ve Garin,
1997, Mackness ve ark., 1997, Cascorbi ve ark., 1995), Amerika (Serrato ve Marian,1995) ve
Hint (Sanghera ve ark., 1998) populasyonuyla benzerlik gosterdigi goriilmektedir.

Bizim ¢aligmamizda PON1 L55M genotipi allel dagilimi; yaygin genotip %54,2 ile LM,
%26,2 ile LL ve %19,6 ile MM olarak belirlenmistir. Varyant allel olan M allelinin frekansi



0,47 olarak hesaplanmistir. Aynacioglu’nun (1999) yaptig1 ¢alismada ise Tiirk populasyonu
icin M allel frekans1 0,28 olarak belirlenmistir ve bu ¢alismada allel dagilimina baktigimizda
LL (%52,5) ve LM (%38,6) genotiplerinin dagilimi bizim ¢alismamizdakinden farkli
bulunmustur. Bizim ¢alismamizda yaygin genotip LM olarak belirlenmistir. Aynacioglu kendi
caligmasinda buldugu M allel frekansimmin diisiik oldugunu belirtmektedir. Avrupa
populasyonlarinda M allel frekansina bakildiginda 0,33-0,38 oldugu bulunmustur (Blatter ve
Garin 1997, Mackness 1997, Cascorbi, 1999). Hint populasyonunda ise M alleli frekansi
0;21°dir (Sanghera, 1998). Enzim aktivitesi bakimindan alleller karsilastirildiginda MM
homozigot bireylerin LL ve LM genotiplerine gore %50 daha diisik PONI aktivitesi
gosterdigi bulunmustur (Mackness ve ark., 1997).

Yapilan calismada PON1 enzim gen bdlgesinin sik calisilmis L55M ve QI192R
bolgeleri ile nadir ¢alisilmis olan 1102V bolgesinde goriilen polimorfik farkliliklarin mesane
kanseri gelisimi tizerine etkileri arastirilmigtir. Mesane kanserli hasta grubunda MM
genotipinin saglikli bireylere gore daha fazla oldugu belirlenmis, LL genotipinde ise hasta ve
kontrol bireyler arasinda onemli bir farklilik gozlenmemistir. LM ve MM genotipleri
bulunduran bireylerde hastaliga yakalanma olasiliginin yiiksek oldugu ancak MM genotipinin
mesane kanseri gelisiminde risk faktorii olabilecegi belirlenmistir. Yalnizca L alleli
bulundurmak hastalik gelisimini etkilememekle beraber allellerden birisinin ya da her iki
allelin M olmasi mesane kanseri i¢in 6nemli bulunmustur. PON1 Q192R polimorfizminin QQ
ve QR genotipleri mesane kanseri ile istatistiksel olarak iliskili bulunmustur. Ancak RR
genotipinin hastalarda bulunup kontrol grubunda olmamasi, RR genotipinin hastalik
gelisiminde 6nemli rol oynayabilecegini diisiindiirmiistiir. PON1 Q192R genotipi i¢in Hardy-
Weinberg kuralina gore hesaplanarak varyant allel frekanst 0,27 olarak bulunmustur.
Aynacioglu’nun (1999) Tiirk populasyonuyla yaptig1 ¢alismada benzer sonug elde edilmistir
(0,31). PON1 L55M genotipi igin M allel frekanst 0,47 olarak hesaplanmistir.
Aynacioglu’nun (1999) yaptig1 caligmada allel frekansi 0,28 olarak belirlenmistir.

PONTI 1102V boélgesindeki polimorfizmler arastirildiginda tiim hasta ve kontrol bireylerin
homozigot I/I genotipinde oldugu goriilmiistiir. Bu bdlge polimorfizminin mesane kanseri
gelisimi lizerine etkisi olmadig diisiiniilmiistiir. Ancak yaptigimiz ¢alismanin Tiirk
populasyonu i¢in PON1 1102V bdlgesi polimorfizmi agisindan bir 6n c¢aligma niteliginde

olabilecegi belirlenmistir.



5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Uroloji Anabilim
Dali’nda mesane kanseri teshisi konmus hastalarda PON1 enzim geninin ii¢ ayr1 bolgesindeki

polimorfizmleri belirlenerek mesane kanseri gelisimine etkileri arastirilmistir.

1. Yapilan istatistik analiz sonucunda mesane kanserinin gelisiminin L55M
polimorfizminin farkli genotipleri ile iligkili oldugu goriilmistiir (p=0,0010). PON1 L55M
bolgesinin MM genotipinin mesane kanseri icin risk faktorii olabilecegi, LM genotipli
bireylerin ise mesane kanseri yatkinhigi gosterebilecegi belirlenmistir (p=0,013). LL
genotipinde bireylerin mesane kanseri yatkinligi goriilmemistir (p=0,555). Yapilan analiz
sonucunda heterozigot LM ve homozigot MM genotiplerinin mesane kanseri gelisimi iizerine
etkili oldugu belirlenmistir (p=0,03). Alellerden birisinin ya da her iki alelin M olmasinin
bireylerde hastalikla iliskili oldugu belirlenmistir

2. PON1 Q192R bolgesi polimorfizmleri incelendiginde mesane kanserinin gelisiminin
QI192R polimorfizminin farkli genotipleri ile ilgili olarak QQ genotipli bireylerin hastaliga
yatkinlik gostermedigi belirlenmis, mesane kanseri gelisiminde Q aleli ya da R aleli
bulundurmanin etkisiz oldugu sonucuna varilmistir (p=0,853). Ancak her iki alelin R olmasi
durumunda homozigot R/R genotipinin bireylerde hastalikla iliskili olabilecegini

diistindiirmektedir.

3. Mesane kanserli ve saglikli bireylerin tamami PON1 1102V polimorfizmi agisindan
homozigot I/I genotipi olarak bulunmustur. Taranan 107 Tiirk bireyin tamaminin homozigot
bulunmasi, Tiirk populasyonunun ¢ogunlugunun yaygin olarak bu polimorfizm i¢in izoldsin
tasidigint gostermektedir. Taranan birey sayisinin arttirilmasi ile populasyondaki heterozigot
bireylerin de tespit edilmesi miimkiin olabilecektir. Ancak o zaman mesane kanseri i¢in

polimorfizmin etkisi konusunda istatistik analiz yapilabilecektir.

4. PONI Q192R genotipi alel dagilimlarina bakildiginda yaygin genotip %49,5 ile QQ,
%46,7 ile QR ve %3,7 ile RR olarak gozlenmistir. Varyant alel olan R’nin siklig1 Hardy-
Weinberg kuralina gore hesaplanarak 0,27 olarak bulunmustur. PON1 L55M genotipi alel
dagilimi; yaygin genotip %54,2 ile LM, %26,2 ile LL ve %19,6 ile MM olarak belirlenmistir.

Varyant alel olan M alelinin frekansi 0,47 olarak hesaplanmistir.



5. PONI’'in L55M ve QI92R polimorfizmlerinin baglantili genotip sonuglari
incelendiginde tek bir polimorfizm i¢in (LL-RR veya MM-QQ) homozigot varyant alel
bulundurmasi bireyde mesane kanseri riskinin artmasi i¢in yeterli goriilmektedir. Taranan
populasyonun tamaminda PONI MM-RR ve LM-RR genotiplerine sahip bireye

rastlanmamustir.

6. Mesane kanseri hasta bireylerin yasi istatistiksel olarak degerlendirildiginde hasta
grubunda yas araliginin 26 ile 88 arasinda oldugu belirlenmistir. Genotiplere gore yas
dagilimi birbirine yakin bulunmustur. Yas ortalamalar1 genotiplere gore sirasiyla; Q/Q
genotipi icin 63, L/L genotipi i¢in 58, Q/R i¢in 59, L/M i¢in 61 ve R/R i¢in 57, M/M igin 65
olarak belirlenmistir. Yapilan istatistik analiz sonucunda yas ile genotip dagilimlari arasinda

onemli bir farklilik gériilmemistir (PON1 Q192R i¢in p=0,607, PON1 L55M i¢in p=0,468).

7. Mesane kanseri hasta bireylerin cinsiyet dagilimi 38 erkek ve 18 kadin olarak bulunmus
ve mesane kanserinin cinsiyete baglh goriilme sikligi, 2,1 olarak ¢ikmistir. Buna karsin PON1
polimorfizmlerinin genotipleri ile bireylerin cinsiyetleri arasinda yapilan analiz sonucunda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir.

8. Mesane kanseri hasta bireylerde sigara, alkol, kahve ve tatlandirict kullanimi gibi
degisken c¢evresel faktorler istatistiksel olarak incelendiginde kullanan ve kullanmayan

bireylerde PON1 genotipleri arasinda anlamli bir iligki goriilmemistir.

9. Hipertansiyon, kolesterol, kalp hastaligi, ateroskleroz, bobrek, prostat ve karaciger
hastaliklari, felg, obezite, beyin kanamasi, Alzheimer ve ailedeki kanser ge¢misi ile PON1
polimorfizmleri genotipleri arasindaki iligki istatistiksel olarak analiz edilmis ve anlamli bir

farklilik bulunmamustir.

10. Mesane kanseri hasta bireylerde meslek oOzellikleri ile PONI polimorfizmleri

arasindaki iliski degerlendirildiginde bir iliski olmadig1 goriilmiistiir.
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