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1.  GIRiS

Prostat kanseri dinya Uzerinde en sik saptanan onkolojik
hastaliklardandir. Kanser gelisimi sirasinda birgok molekuler degisiklikler
olmaktadir. Bu molekuler degisikliklerin anlagilabilmesi, gen ve gen
uranleri olan proteinlerin incelenmesi ile mimkun olmaktadir. Molekuler
genetik aragtirmalarin yani sira proteomikler yluksek risk altindaki kigilerin
tanimlanabilmesi icin gerekli olan kanser biyobelirleyicilerinin kesfi ve
degerlendirilebilmesi igin yeni paradigmalar saglamaktadir.

Bugune kadar laboratuvarlarda taniya yonelik olarak yapiimis
olan plazma protein miktar tayinleri kanser erken tanisindan ¢ok uzak
olup, halen tani amaciyla kullanilan belirleyiciler de gerek 6zgulligu ve
gerekse duyarliliklari yoninden ¢ok sayida yalanci pozitifik nedeniyle
gereksiz biyopsi yapilmasina neden olmaktadir. Ayrica duyarliliklarin
duslUk olmasi nedeniyle de kanser erken tanisi amaciyla
kullanilamamaktadir.

Prostat kanseri taramalarinda kullanilan tekli biyobelirleyici
Prostat Spesifik Antijen (PSA) testinin 6zgulligunin diastk olmasi ¢oklu
biyobelirleyiciler Uzerindeki calismalara ¢ok gereksinim olusturmustur.
Coklu protein biyobelirleyicilerin saptanmasinda son yillarda Uzerinde en
¢ok calisilan sistemler kitle spektrometre yontemleridir. Protein ayirt
edilmesindeki etkinligin arttirilmasi amaciyla gelistirilen “Surface enhanced
laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry - (SELDI-TOF,
MS)” (ylzey etkisi arttirilmis lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani
kitle spektrometre) teknolojisi biyogip Uzerinde kimyasal olarak modifiye
edilmis yuzeye, selektif olarak adsorbe edilen ilgili proteinlerin affinite-
esasli analiz edilmesidir.

Proteomiklerin ginimuzde birgok kanser turinde hastaligin
erken evrede tanimlanmasi, prognoz takibi ve tedavi planlanmasindaki

giderek artan rolu dikkat gekicidir.



Bu Dbilgiler dogrultusunda calismamizin amaci, prostat
kanseri, benign prostat hiperplazisi ve saglikli kontrol grupta SELDI-TOF,
MS ile proteomik analizini gerceklestirmek ve Turk toplumu igin prostat
kanseri goklu biyobelirleyici arastirmasi yapmak ve ¢alisma gruplarindaki
prostat kanserinde en gok uzerinde durulan Androjen Reseptor (AR), geni
CAG tekrarlari, Prostat Spesifik Antijen (PSA) promoter bolge ve RNASEL

gen polimorfizmlerinin incelenmesidir.



2. GENEL BILGILER

Prostat bezi erkekte idrar torbasi boynuyla Uretra
baglangicini gevrelemektedir. Yaklasik olarak 3x2,5x4 cm. boyutlarinda
olup, ikisi yanda, biri ortada olmak Uzere Ug¢ pargalidir. Prostat kanseri,
prostat bezinin en sik gorulen hastaliklarindan ve erkeklerin en sik gorulen

kanserlerinden biridirt.

2.1. Prostat Kanseri

Prostat kanseri erkeklerin onkolojik hastaliklari arasinda
diger solid tumorlerden daha ylksek bir siklik tagsimaktadir. Gunumuzde
diinyada ikinci kanser mortalite nedenidir®. insidans sirekli artmasina
karsin 1980’lerde Prostat Spesifik Antijenin (PSA) klinik uygulamaya
girmesiyle birlikte mortatile oranlari hemen hemen ayni kalmistir. PSA
cag ile birlikte %70 Uzerinde prostat kanseri tanisi ylikselen PSA degeri
ile konulabilmektedir. Eskiye gore kanser tanisi 10 yil daha erken
konulabilmektedir.  Ayrica daha dusuk  malignansi  evresinde
tanimlanabilmektedir. Ancak prostat kanser evrelendiriimesine (Gleason
skor) iliskin degerlendirmeler agresif kanserlerle ilgili ylksek prevalansi
ortaya koymaktadir®*. Tirkiye'de yapilan prostat kanseri arastirmasinda
vakanin goérilme sikhginin erkeklerde 2. siraya vyukseldigini ortaya

koymustur®.

Prostat kanseri ylksek siklikta gorulen multifaktoriyel bir
hastallk olmasina karsin kesin kanitlanmig bir nedeni ortaya
konulamamigtir. Hastaligin gelisiminde onemli oldugu dusunulen cesitli
risk faktorleri Gzerinde durulmaktadir. Prostat kanseri gelisiminde gevresel
faktorler etkili olmakla birlikte esas olarak genetik faktorlerin predominant

rol oynadigi diisiiniilmektedir®.



2.1.1 Histopatoloji

Histopatolojik olarak benign prostat hiperplazisi (BPH),
prostatin peritretral alaninda epitelyal ve stromal hucrelerin artisi ile
karakterizedir”®. Prostat kanseri ise genellikle (%70) prostatin periferal
zonundan geligir. Olgularin yaklasik %5-15’i santral zondan, geri kalani ise

transizyonel zondan kdken alir. Prostat kanseri I-IV arasinda evrelendirilir

(Sekil1).
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Sekil 1. Prostat kanseri evrelendirilmesi.

Prostat adenokarsinomunun histopatolojik incelemelerinde
(Sekil 2) en yaygin kullanilan derecelendirme sistemi Gleason
skorlamasidir’. Gleason sistemi, artan oranlarda agressifligi belirleyen 5
ayri duzeyde patolojik drneklerin incelenmesini yapan bir sistemdir.
Gleason skoru 4'Un altinda olan ornekler iyi diferansiye, 5-7 olanlar orta
dizeyde diferansiye, 8 ve Uzeri olanlar kétu diferansiyasyon gdsteren

hastalar olarak bildirilmistir®.
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Sekil 2. Prostat kanseri histopatolojisi.

Evre I'de PSA seviyesi 10'dan daha dusuk olup, Gleason
skoru 6 veya daha dusuktur. Evre Il A asamasinda PSA seviyesi 20'den
daha dusik ve Gleason skoru 7 veya daha dusuk; B asamasinda PSA
dizeyi 20 veya daha yulksek ve Gleason skoru 2 ile 10 arasinda
degisebilecegi gibi 8 veya daha yuksek de olabilir. Evre IlI'de PSA
herhangi bir dizeyde olabilir ve Gleason skoru 2 ila 10 arasindadir. Evre
IV’de PSA herhangi bir dizeyde olabilir ve Gleason skoru 2 ila 10

arasindadir®.

2.1.2. Prostat Kanseri Risk Faktorleri

. Yas

. Aile dykusU
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2.1.2.1.Yas

Prostat kanserinin gorulme sikhgi yagla birlikte belirgin olarak
artmaktadir. 50 yas Ustu erkeklerde hem gorilme sikligi hem de
kanserden 6lum orani yasa bagh olarak artar. 39 yas altinda gorulme
orani 1/10.000 iken, 40-59 vyaslar arasinda 1/139 ve 60-79 yaslari
arasinda ise bu oran 1/8'dir'®. Prostat kanseri tanisi almis erkeklerin % 80i

65 yas ve lzerindedir'™.

2.1.2.2. Aile Ovkiisii

Bircok calisma prostat kanseri hastalarinin yakini olan
erkeklerde prostat kanseri insidansinin normal populasyona gore arttigini
gOstermistir. Tum prostat kanserlerinin %9'unda ve 55 yasin altindaki
olgularin %45'inde yuksek otozomal dominant gegis olasiligi gosterilmigtir.
Babasi ya da erkek kardesine 50 yasin altinda prostat kanseri tanisi

konmus bir erkekte prostat kanseri riski yaklasik 7 kat artmistir'?.

2.1.2.3. Etnik Koken

Degisik etnik gruplarda prostat kanseri insidansi genig bir
varyasyon gosterir. Gortilme ve 6lim orani Kuzey Amerika, Kuzey Avrupa
ve Iskandinav (lkelerinde yiksek iken Japon irkinda oldukga diigiktir.
A.B.D' de yasayan siyah erkeklerde insidans oldukg¢a yuksek ve hastalik
agir seyretmekte iken, ayni bdlgede ve ayni sosyoekonomik duzeydeki
beyaz erkeklerde daha diisiiktiir'®. Prostat kanser insidansi ve mortalitesi
beyazlar ve Afroamerikan erkeklerde farkliliklar gdstermektedir. Ornegin
Jemal ve ark. prostat kanser insidansi ve mortalitesini sirasi ile beyazlarda
156 ve 25/100.000 erkek iken Afroamerikanlarda 248 ve 59/100.000 erkek

olarak bildirmislerdir?.



2.1.2.4. Beslenme

Besinler ile yuksek oranda hayvansal yag aliminin prostat
kanseri insidansini arttirdigi dusunulmektedir. Bu hipoteze gore diyetle
alinan fazla miktarda yag, seks hormonlarinin sentezini uyarmakta ve
uzun sureli androjenik uyari olusturarak prostat bezinde kanser riskini
arttirmaktadir. Bu hipotez sadece yaglar icin degil ayni zamanda, yagda
eriyen vitaminler (A, D, K) ve ginko gibi eser elementler icin de gecerlidir*.
A vitamininin emiliminin azalmasi dolasimdaki beta karoten duzeyinin
azalmasina neden olmaktadir. Beta karotenin, selenyum ve E vitamininin
benzer antioksidan etkisiyle kanser gelisimini engelledigi bilinmektedir.
Bazi calismalarda ylksek kalsiyum tuketiminin prostat kanseri riskinde
artisla iliskili oldugu bulunmustur®®. Likopen, selenyum ve E vitaminin
antioksidan etkileriyle kanserde Onleyici etkisi olduguna yonelik cesitli

calismalar bulunmaktadir*®®.

2.1.2.5. Cevresel Faktorler

Vazektomi oOykusu, sigara ic¢imi, alkol kullanimi, obezite,
statin ve nonsteroid antiinflamatuvar ila¢ kullanimi ve seksuel aktivitenin
prostat kanser gelisimi Uzerine etkisiyle ilgili ¢esitli c¢alismalar
bulunmaktadir?®.

Vazektomi, antisperm antikor seviyelerinde yukselme,
semende hormon konsantrasyonunda ve prostat sekresyonunda
azalmaya yol acmaktadir?’. Yapilan calismalarin gogunda vazektomi ile
prostat kanseri arasinda iligki oldugu saptanmigtir. Vazektominin prostat
kanseri riskini 1.2-2 kat artirdigini, 6zellikle 35 yas altinda bu riskin daha
fazla oldugu bildirilmektedir?.



2.1.2.6. Hormonlar

Androjenler, Ostrojenler, insulin, IGF (insulin like growth
factor), cevresel ve genetik faktorlerle iligkili diger hormonlar bireysel
genetik yatkinliklar ve dis kosullara (hormon alimi, obezite gibi) bagh

olarak degisiklik gosterebilmektedir.

2.1.2.6.1.Testosteron

Testosteron insan vlcudunda c¢ogunlugu testisler olmak
Uzere, overler ve adrenal bez tarafindan dretilen 19 karbonlu steroid
yapida bir hormondur. Normal erkeklerde dolagsimdaki major serum

androjeninin hemen hemen tiimii testikiiler orijinli olan testosterondur®.

Sentezi hipotalamik-pituiter-gonadal aks tarafindan, temel
olarak lUteinize edici hormon (LH) aracihigr ile kontrol edilir.
Hipotalamusun, luteinizing hormon releasing hormon (LHRH) olarak
adlandirilan kiguk bir polipeptid hormon salgilayarak stimule ettigi hipofiz,
LH'y1 salgilar. LH testislere tasinir ve vicudun major serum androjeni olan
testosteronun salinimi ve de novo steroid sentezini stimule etmesi igin
leydig hlcreleri Uzerine direkt etki eder. Saglkl bir erigkin erkek, ginde
2.5-11 mg testosteron Uretir. Erkek dolasiminda kadinlardakinden 10 kat
daha fazla testosteron bulunur. Uretilen testosteronun % 44' U seks
hormon baglayici globulin SHBG’ye bagl, % 2' si ise serbest haldedir.
Testosteron, dolagsimdaki temel androjenken, dihidrotestosteron (DHT) ise
nikleer androjendir. Testosteron aromatizasyon ve reduksiyonla periferde
Ostrojen ve 5a- dihidrotestosterona (5a- DHT) donusur. Testosteron;
kaslarda direkt olarak, cilt ve prostatta 5a-DHT ye donuserek, beyin, lipit
metabolizmasi, kemikler ve vaskuler sistem Uzerinde ise 6stradiole (E2)

doniserek etki eder?.



Dolasimdaki  dihidrotestosteronun  %25’i  testislerden
salgilanirken, geri kalan %75'i ise periferal dokularda
dehidroepiandrosteron (DHEA), androstenedion, dehidroepiandrosteron
sulfat (DHEAS) ve testosteron gibi inaktif androjenlerden 5 a reduiktaz Il

enzimi katalizi ile olusur®*.

Dolasimdaki serbest testosteron pasif difizyon ile prostat
hicresine alinir. Albumine bagll olarak tasinan testosteron, albuminden
ayrilarak hiacre igine girer. SHBG ile tasinan testosteron ise prostat hicre

zarinda yerlesmis olan reseptorii araciligiyla hiicre icine alinir®® (Sekil 3).

Androjene yanit veren hiicre Ligand < HSP
baglanmasi . :

Dimerizasyon ve ! D %

fosforilizasyon

® @

Sekil 3:Testosteronun tasinmasi ve prostatta hiicre igine alinmasi®.
AR= Androjen reseptorii, ARA= Androjen reseptor aktivatorii
DHT= Dihidrotestosteron, T= Testosteron, SHBG= Seks hormonu
baglayan globulin, GTA= Genel transkripsiyon aparati



Hucre icinde testosteron, 5 a rediktaz Il enzimi ile NADPH ve
molekuler oksijen varliginda geri donugumsuz olarak dihidrotestosterona
donustaraltr® (Sekil 4).

5o Rediktaz ll
(BRDAAZ

MADPH

TESTOSTERCN DiHIDROTESTOSTERCM

Sekil 4: Testosterondan dihidrotestosteron olugumu.
NADPH= Nikotinamid Adenin dinukleotitfosfat

Prostat dokusunda sentezlenen dihidrotestosteron androjen
reseptorine (AR) baglanir. Dihidrotestosteronun androjen reseptorine
olan ilgisi testosterona oranla 5 kat daha fazladir®®. Androjen reseptori,
prostata 06zgu genlerin ifadelenmesinde anahtar rol oynayan bir
transkripsiyon faktoriidiir’®, DHT androjen reseptériine baglandiktan sonra
ARA (androjen reseptdr aktivatorleri) bu komplekse katilir® Androjen
reseptor aktivatorleri, etkilerinin histonlari modifiye ederek dogrudan
gosterirken, kromatini modifiye eden yapilara katilarak dolayh olarak da
gosterebilirler?®?’_ En iyi bilinen aktivatorler p160 aile {yeleri olan ARA70,
ARA55, ARA54, SMAD-3 ’dir®® Androjen reseptor aktivatérlerinde olusan
mutasyonlarin ve ifadelenmelerinde meydana gelen degisikliklerin prostat
kanseri gibi androjen reseptoru aktivitesiyle ilgili hastaliklarin ilerlemesi

lizerine etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir?’
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Sekil 5: DHT-ARA-AR li¢li kompleksinin HRE ile etkilegimi.
AR= Androjen reseptorii

HRE= Hormona yanit veren elementler

DHT-ARA-AR  Uc¢lu  kompleksi  nukleusda  birikerek
dizenleyici DNA dizilerine (hormona yanit veren elementler: HRE)
baglanirlar (Sekil 5). Boylece 6zgun gen aktivitesinin baskilanmasina veya
uyariimasina neden olurlar. HRE, 6zgun bir hormona yanit veren gen veya

gen grubunun yakinindaki her hizlandirici (enhancer) bélgede bulunur®?’.

2.1.2.6.2.Testosteron ve Prostat

Prostat dokusunun, olusmasi ve buyumesi igin androjen ve
embriyonik prostatik mezenkimde eksprese olan androjen reseptoru
mutlaka gereklidir?®. Eriskin hayatta prostat bliyiimesinin devami icin de
testisten salgilanan normal erigkin kan testosteron duzeyinin surekli olan
uyarisi ve ayrica testosteronun intraprostatik olarak, daha potent saf
androjen olan 50-DHT’ya donusmesini saglayan tip 2 5 a-rediktaz
gereklidir®. Prostat bliyimesinde asil rolii oynayanin testis kaynakli

testosteron oldugu unutulmamalidir. Adrenal androjenlerin, prostat
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blylimesine katkisi yoktur. ilerleyen dénemlerde, erigkin erkek serum
testosteron konsantrasyonu ile yillarca suren etkilenme nedeni ile yasla
birlikte insidansi artan benign prostat hipertrofisi ve prostat kanseri ortaya

cikar®.

2.1.2.6.3. Testosteron ve Benign Prostat Hiperplazisi (BPH)

BPH gelismesi icin intraprostatik 5a-DHT varligi ve 6strojenik
etkiler de onemli rol oynamaktadir. Bu durumdaki normal erkeklerde
ilerleyen yasla birlikte prostat blyimeye devam ederken, hipogonadal
erkeklerde bu buyume gergeklesmez. Hipogonadal erkeklere androjen
replasman tedavisinin verildiginde Ozellikle ilk alti ayda olmak Uzere,

yasitlarinda olmasi beklenen kadar prostat biiyiimesi gerceklesir:.

2.1.2.6.4. Testosteron ve Prostat Kanseri

Prostat androjen bagimli bir organdir. Testosteron prostat
epitelinin buyumesi i¢in vazgecilmez bir unsurdur ve erken evre prostat

kanseri endokrin bagimhdir.

Androjenlerin prostat kanseri gelisimindeki roll yaygin olarak
kabul gormektedir. Hayvan modellerinde yuksek duzeyde androjen
etkisinde kalinmasi sonucunda prostat kanseri gelisim hizinin arttigi
gbzlenmistir’®> Testosteron ve daha aktif formu olan dihidrotestosteron
prostat bezi gelisiminden sorumludur. Bu hormonlarin prostat kanseri

gelisiminde de rol oynadiklari distiniilmektedir®.
2.3. Prostat Kanseri ve Genetik

Onkolojik hastaliklara genellikle hicre yaslanmasi (fiziksel,

kimyasal veya biyolojik mutajenlere bagl) sirasinda ortaya ¢ikan birgok
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gen mutasyonu neden olmaktadir. Bu mutasyonlar birgok dizeyde es
zamanli olarak olugsmaktadir. Saglikli hicrelerde bu degisiklikler olagandir
ve malign transformasyona yol agmasi sart degildir. Sadece onarim
suregleri olusan malign hucreleri ortadan kaldiramazsa duzensiz biyume
ve proliferasyon gergeklesir ve apoptozis baskilanir. Eder bdyle bir
degisiklik ve hasar germ hucrede olugursa degisen bilgi oldugu gibi alt
basamaklara yansiyacaktir. Mutasyon teorisi diginda kok hucre teorisi
kanser yani sira birgok hastaliklarin agiklanmasinda da guncel bir

yaklasim olarak karsimiza ¢ikmaktadir®.

Prostat kanserleri kalitsal, ailesel ve sporadik olarak ¢ gruba
ayrilabilir. Prostat kanserlerinin timUunun %85’i sporadiktir ve sadece %10-
15’i genetik olarak saptanmaktadir. Toplum c¢alismalarinin analizinde
birinci derece vyakinlarda daha yuksek siklikta prostat kanseri

bulunmustur®*%,

Prostat kanseri icin yuksek riskli alel dispozisyonu
gorulmesi gen¢ yasta tani alan erkeklerde daha siktir. Yapilan
calismalarda 55 yastan daha geng olanlarda %43, 70 yastan daha geng
olanlarda %34, 85 vyastan daha gen¢ olanlarda %9 olarak

saptanmistir®®*’.

Sporadik prostat kanserli erkeklerde aile Oykusu
bulunmamaktadir. Ailesel prostat kanseri bir ailede iki U¢ erkegi etkilerken,
gercek herediter prostat kanseri takip eden U¢ kusakta bir ailede U¢ veya

daha fazla erkegi veya 55 ve daha geng yasta iki erkegi etkilemektedir®’.

Prostat kanseri aile riskini degerlendiren 33 epidemiyolojik
¢alismanin meta-analizleri erkek kardesi veya babasinda prostat kanseri
olan bir erkegin prostat kanseri olma goreceli riskinin sirasiyla 3.4 ve 2.2
oldugunu gdstermistir. ilk kusakta etkilenen erkek sayisi ikinci kusaktan
daha fazla ise risk daha yiiksektir*®*. Ailede sadece prostat kanseri
OykUsu degil ayni zamanda meme ve over kanseri de varsa erkeklerdeki

risk artmaktadir. Bu tip olgularda goreceli risk 1.7 iken prostat kanseri ve
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meme veya over kanseri de beraber olanlarda bu risk 5.8 olmaktadir

ancak diger calismalardaki sonuglar degisebilmektedir*®4..

Farkli c¢alismalar sporadik ve ailesel prostat kanserli
hastalarda c¢ogunlukla otozomal dominant kalitim bulmuslardir. Sadece
klguk bir grup hasta kalitsal otozomal resessif veya X’e (gonozomal)
baghdir*®.

Prostat kanserinde duyarllik genlerinden s6z etmek
muamkindir. Genetik predispozisyonu olan hastalarin 85 yasinda
%97’sinde prostat kanseri gelisirken, bu genoma sahip olmayan erkeklerin
sadece %10’unda kanser gelisir. Bu genler 65 yasindan dnce de prostat
kanserlerinin %65’inde iliskili bulunmustur®**. Prostat kanserine duyarlilik
lokuslarini tanimlayabilmek icin yapilan baglanti (linkaj) analizlerinde,
ailesel fenokopilerin ayni zamanda eski sporadik prostat kanserli bireyleri

de icermesi nedeniyle zorluklar yasanmaktadir.

Monozigot ve dizigot ikizlerle yapilan calismalarda, prostat
kanseri riskinin monozigotik ikizlerde iki kat fazla olmasi, riskin kalitimsal
bilesenini gdstermektedir®>. Monozigotik dizigotik ikizler konusunda prostat
kanseri tanisi alan 1009 erkek Uzerine yapilan ¢alismada sirasiyla oranin

%27.1 ve %7.1 olarak bulundugu gdsterilmistir®®.

2.3.1. Androjen Reseptor (AR) ve Steroid Hormon

Metabolizma Genleri

Androjenler prostatin bliyumesi ve gelismesi igin hayati olup
prostat epitelinin bir sagkalim faktorii olarak calisirlar®’. AR geni prostatik
hicredeki fizyolojik ve patolojik fonksiyonlari sebebiyle blylk 6nem
tasimaktadir. Androjen reseptoru steroid ve tiroid hormon reseptor geni

super ailesinin Gyesidir. AR geni lokalizasyonu X kromozomu kisa
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kolundadir (Xg11-12). Bu nukleer reseptor, hormonu sitoplazmada
baglayip nukleusa aktarir. Nikleusda DNA baglanmasi asamasinda
dimerize olan hormon, androjene yanit veren genin promotor bdlgesine

baglanarak transkripsiyonel kompleks olusturur®.

Bu lokus insan genomunun en konservatif bélgelerinden bir
tanesidir. Bu sebeple bu bdlgede ¢ok az sayida mutasyon olmaktadir®®*°,
Genin buyudkligld 90 kbg olup ve AR 918 aminoasit igcermektedir. AR
transaktivasyon, DNA baglanma ve ligand baglanma Dbolgeleri
icermektedir. Ayrica ligand badimsiz reseptér aktivasyonundan sorumlu
bir aktivasyon bolgesi de bulunmaktadir. Reseptor aktivasyonundan sonra
DNA zinciri (androjen sorumlu elementler) Gzerindeki uygun hedef bolgeler
uzerine etki olusur ve sonug¢ olarak androjene-bagimli genlerde (PSA,
bayume faktorleri EGFR, VEGF, IGF, KGF, ARA ve diger bir¢cok faktor)
kodlanan bilgi ifadelenir®.

AR gen uzunlugundaki dedgisiklikler N-terminal ucundaki
polimorfizmlerle belirlenmektedir. N-terminal transkripsiyonel aktive edici
protein bolgesini kodlayan AR geninin ilk eksonu bir baz uglisu olan
CAG’In degisik uzunlukta tekrarini igerir ki bu sekans replikasyon
sirasinda DNA polimeraz kaymasina gore tipiktir. AR geni birinci
eksonundaki CAG baz duglust (poliglutamin) ve GGC baz Gglusu
(poliglisin) tekrar sayilari ve prostat kanser riski arasinda iligki

bulunmaktadir®.

Poliglutamin tekrarinin normal sayisi 8-35'dir ve birgok
erkekte 21 tekrar bulunmaktadir. Poliglutamin uzamasini kodlayan CAG
tekrarlarinin uzunlugu ile AR transkripsiyon aktivitesinin arasinda ters bir

iliski s6z konusudur®*®2,

21’den az poliglutamin tekrarlarinin daha kuvvetli baglanma,

AR’de uzun sureli hiperstimulasyona (Afroamerikanlarda 18, beyazlarda
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21, Asyalilarda 22 tekrar) bagli olarak yuksek prostat kanser riski,
hastaligin erken yaslarda ortaya ¢ikmasi ve ¢ok daha siddetli seyretmesi
ile iligkili olabilecegi dusunulmektedir. Tersi olarak poliglutamin tekrarlarini
daha fazla sayilari (40’dan fazla olan) AR ve koaktivatorinde degisiklige
(dUsuk fertilite sonucuna goturebilen) yol agmaktadir. Glisin tekrar sayilari
10-30 arasinda degisebilir ancak anormal tekrarlarin prostat kanseri
uzerine etkisi poliglutamin zincir uzunlugunda oldugu kadar kanita sahip
degildirr*®. Lokalize prostat kanserlerinde AR gen mutasyonlari nadirdir
(yaklasik %1) ancak metastatik veya hormon direngli prostat kanserlerinde
%30-45 bulunmaktadir™.

Androjen g¢ekilmesine ragmen progresyon gosteren ileri evre
prostat kanserlerinde AR dominant onkogen olarak etki etmektedir.
Androjen seviyeleri kastre dizeyde oldugunda timorlerin yaklasik Ugte
birinde AR aktivitesi gen amplifikasyonu ile artmistir®®®*. AR ekspresyonu
prostat kanserinin klinik sureci boyunca korunur ve en ileri evre androjen
bagimsiz hastalarda bile mevcuttur®®. AR ayni zamanda missens
mutasyonlarla® " da aktive olabilir ki bu hormon spesifitesini genisletir

779 izole

velveya fazla miktarda hormon yanitinin olmasini saglar
olgularda, CAG tekrarlari mutasyonla etkilenmistir ve androjen bagimsiz
prostat kanserinde ya kesilmis veya fragmante olmus tekrar sekansi

mevcut olup reseptdriin hiperaktivasyonuna neden olurlar®®#2,

Androjen bagimsiz hastaliga, prostat kanserinde nadiren
mutasyona ugrayan p160 ailesi Uyeleri®® ve B-katenin gibi koaktivatdrlerin
aktivasyonu eslik edebilir. Bu koaktivatérler proteolitik yariklanma®* ile
AR'yi aktiflestirip hiicre iginde nikleusa kolokalizasyonuna neden olur ve
hormon duyarlihgini arttirir®®®’. Muhtemelen androjenden bagimsiz prostat
kanserinde, AR aktivasyonuna neden olan MAP kinaz®® ile fosforilasyon ve

89,90

HER ailesi kinazlari ile aktivasyon gibi bagska mekanizmalar da

bulunmaktadir.
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2.3.2. Prostat Spesifik Antijen (PSA) Geni

AR, hedef genlerdeki duzenleyici bolgelerde bulunan
androjen yanit elementlerine (androgen response elements [ARE])
badlanir. Bu hedef genlerden bir tanesi PSA genidir. PSA geni KLK3
olarak da bilinir ve 19. kromozomun uzun koluna lokalize olmustur. Bu gen
kallikrein benzeri bir serin proteaz enzimi olan prostat spesifik antijeni
(PSA) kodlar®™. PSA prostat kanseri tani belirleyicileri arasinda ¢ok yaygin

olarak kullanilmaktadir.

PSA promoter proksimal bdlgesi -170 bg¢'nde bulunan
androjen yanit elementi | (ARE 1) ve -394 bg¢'nde bulunan ARE I
icermektedir®®. Proksimal PSA promoter bolgesinde ARE I'de -158
pozisyonunda bulunan G/A transizyonu ve -252'de bulunan G/A
transizyonu olmak Uzere iki tek nUkleotid polimorfizmi (SNPs)
tanimlanmaktadir®*®°. Bazi calismalarda bu polimorfizmin prostat kanseri
gelisimi ve dolasimdaki yUksek duzeyde PSA miktarlar ile iligkili
olabilecegi gosterilmistir®®®. Xue ve ark PSA serum diizeylerinin -158
genotipi ile iligkili oldugunu yani sira AA genotipi olanlarin PSA serum
duzeylerinin AG veya GG genotipi olanlardan daha yuksek oldugunu
bildirmislerdir®. Cramer ve ark. PSA promoter bdlgesindeki genetik

degisikliklerin serum PSA diizeyleri ile iliskili oldugunu bildirmistir®.

PSA proksimal promoter -158 disinda -205 ve -252
pozisyonundaki polimorfizmlerin de PSA mRNA ifadelenmesi, meme
kanserli hastalarin tGmor-ekstrakt PSA konsantrasyonlari veya prostat
kanserli hastalarin serum PSA dlzeyleri ile iligkili olabilecedi ortaya

konmustur'®®1%2,
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2.3.3. Kalitsal Prostat Kanseri ile iliskili Genler ve Lokuslar

Uluslararasi Prostat Kanser Genetik Konsorsiyum’u, meta-
analizler hazirlamak ve arastirma verilerinin paylasiimasi igin sistematik bir
organizasyon olusturmustur'®. Prostat kanseri ile iliskili oldugu varsayilan

bazi aday genler bildirilmistir'®**% (Tablo 1).

Prostat kanseri ile iligkili aday genler arasinda en 6nemli gen
HPC1 (Hereditary Prostate Cancer 1 - Kalitsal Prostat Kanser 1)
lokusunda bulunan RNaseL’dir. Yanisira diger tUzerinde ¢alisilanlar, HPC2
lokusunda bulunan ELAC2, 8. kromozomda bulunan MSR1, BRCAL,
BRCA2 ve diger HPCX, HPC20 genleridir'®. Prostat kanser gelisimi ve
ilerlemesi ile iligkili haritalanan ve kronolojik olarak isimlendirilen birgok
lokus (HPC1-HPC20, KLF6, PTEN, MAD1L1 gibi) tanimlanmistir®.

Tablo1: Kalitsal prostat kanser gelisimi ile iligkili genler6

Lokalizasyon | Aday lligki
Gen/Lokus
1925.3 RNaseL /HPC1 | 65 yasindan daha geng yuksek Gleason skor,

tanida ileri evre kanser, prostat kanseri ile kuvvetli
iliski, ailede 5'den fazla etkilenen erkek

Apoptozis induksiyonu ve enfeksiyona duyarlilig

etkiler

17pl1 ELAC2 Fonksiyonu bilinmemekte

Xq27-28 HPCX Etkilenmis erkek kardesi olan erkeklerde yliksek
prostat kanser riski

20913 HPC20 Prostat kanser tanisinda daha ylksek yas

8p22-23 MSR1 inflamasyon baslangici; indiiksiyon ve enfeksiyon
surecini etkiler

17g21 BRCA1l Genc erkeklerde daha sik

13q12-13 BRCA2 DNA tamirindeki fonksiyonlar
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2.3.3.1. Hereditary Prostate Cancer 1 (HPC1) Geni

Prostat kanser geligimi ile iligkili en onemli lokus oldugu
dusundlmektedir. Yuksek penetrasyonlu erken ailesel prostat kanserlerinin

licte birinde goriilen bir lokusdur%**

. 1924-25 kromozomu uzerinde
lokalize olmustur ve 1925.3 pozisyonunda endoribontkleaz kodlayan
RNASEL geni bulunmaktadir. RNASEL, interferon ile indiklenen bir viral
veya hiucresel RNA parcalanma yolagina aracilik eden bir timor supresor

proteini adayidir.

Bu enzim organizmanin viral enfeksiyona immuan yaniti (tek
zincirli RNA’nin IFNa ile degradasyonu), apoptozis indiksiyonu, hicre
siklusu ve hicre diferansiasyon regllasyonunda 6nemlidir. Otozomal
dominant kalitim RNASEL igin tipiktir ve bu gen oldukga penetrandir. Bu
mutant varyanti tasiyan, prostat kanser gelisiminde yuksek risk
tasimaktadir. Bu sekilde pedispozisyonu olan erkeklerde dusik yas (<65),
lokal ise daha ileri evre veya metastatik olacak sekilde daha agresif kanser

(Gleason skora gére) bulunmugtur***,

Amerika ve isvec¢’de prostat kanserli 91 aile (izerine yapilan
genom analizi, %35 RNASEL lokusunda mutasyon saptamistir. Yapilan
calismalarda kalitsal prostat kanserinde ailede 4’den fazla etkilenen erkek
oldugu kosulda 6neminin arttigi vurgulanmistir. Ashkenazi Yahudileri'nde
HPC1’de 4 bazlik delesyonun prostat kanseri i¢in predispozan bir faktor
oldugunu goésteren calisma prostat kanseri ve RNASEL gen mutasyonu

arasindaki iligkiyi desteklemektedir''®; ancak Afroamerikanlarda yapilan

caligsmalar bu iligki konusunda bir kesinlik ortaya koymamaktadlrlls'lls.

HPC1 lokusundaki diger aday genler siklin-bagimli kinaz
PCTAIRE, protoonkogen TRK ve insan laminin B2 genidir. Bu genlerin
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fonksiyon kaybr veya yokluguyla iligkili mutasyonlar prostat kanser

gelisimini arttirmaktadir®.

2.3.3.2. Hereditary Prostate Cancer 2, X ve 20 (HPC2, X ve
20) Geni

17p11 kromozomu Uzerinde bulunan HPC2 de prostat
kanseri ile iligkisi olan bir lokus olarak dusunulmektedir. Bu lokusta
bulunan genin ElaC homolog protein 2 veya Zn-fosfodiesteraz proteinini
kodladigi belirlenmistir. Ancak mutasyon ve polimorfizm arasindaki direkt
iliski kanittanmamistirt*®*?°, HPCX, X kromozom Uizerinde bulunan birkag
lokustan biridir ve Xq27-28 pozisyonundadir; kalitsal prostat kanseri ile
iligkili olmasi muhtemeldir. Herediter karsinomlarin %16’sindan sorumlu
oldugu disiinilmektedirt?:*?2, HPC20 ise kromozom 20q13 Uzerindedir;
ileri yasta prostat kanseri tanisi alan erkeklerde rol oynayabilecegi

disinilmektedir'?.

2.3.3.3. Macrophage Scavenger Receptor 1 (MSR 1) Geni

Tamor supresor genlerin lokalizasyonu karakteristik olarak 8.
kromozomun kisa kolundadir. Bu genlerin inaktivasyonu sadece prostatta
degil ayni zamanda akciger, karaciger, bagirsakda da karsinogenezle
iligkilendirilebilir. MSR1 biyolojik fonksiyonu yabanci hiicre ve makrofaj,
hicre adezyonu ve fagositoz arasindaki iligkinin modulasyonudur.
Oksidatif hasar ayni zamanda MSR1 geninin inaktivasyonuna bagli olarak
azalmis makrofaj aktivitesine bagl olarak da artabilir. MSR1, 8p22’de yer
almaktadir ve oksidize dusuk dansiteli lipoprotein de dahil olmak Uzere
bircok polianyonik ligandlari baglayan hicre ylzeyi reseptorunu

kodlamaktadirt?#12°,

Bunun sonucunda MSR1 fonksiyonunun kaybi
azalmis makrofaj Ozelliklerine bagh olarak prostat ve diger organlari

oksidatif strese agik birakmaktadir. Calismalarda MSR1’in  mikrobik
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mutasyonlari ve polimorfizmleri, ailesel 6zellikli erken baslangigh prostat

126-128

kanseriyle iligkili  bulunmustur Reseptor butunligld Gzerinde

dominant negatif etkileri bulunan bir proteini kodlayan MSR1’deki bir
“truncating” mutasyon, prostat kanserli Afroamerikalilarda rastlanmistir#®.
MSR1 prostat epitel hucrelerini direkt olarak etkilemediginden ama
oksidatif hasar icin predispozan oldugundan pozitif oldugu calismalarda
bile LOD degeri disiik cikmaktadir™®. Meta-analiz verileri MSR1 ve
kalitsal prostat kanseri arasinda net bir baglantt ortaya

koyamamislardir'®*,

2.3.3.4. BRCA1 ve BRCA Genleri

Kadinlardaki meme ve over kanser genetik
predispozisyonunun arastirimasi igin kullanilan BRCA 1 ve 2 gen
mutasyonlarinin kalitsal prostat kanserinde de buyuk riskle iligkili oldugu

ortaya konulmustur®.

2.3.4. Prostat Kanseri ile lliskili Diger Genler

Sitogenetik veriler egliginde prostat epitel hacrelerinin
transformasyonuyla iligkili prostat kanserlerinin belirgin bir bélimuinde bir
kisim tumor supresor genler ve bir potansiyel onkogen ailesi

tanimlanmistir (Tablo 2).
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Tablo 2: Prostat kanser sitogenetigi ile iliskili genler132

Lokus Gen lligki

8p21 NKX3.1 Prostat epitel biyiime ve diferensiasyonunu
dliizenleyen prostat spesifik homeoprotein

10923 PTEN Fosfatidilinositol 3 kinaz yolunu negatif olarak regule
eden lipid fosfataz

12p11-13 CDKN1B Hicreye bagh bir kinaz olan P27 inhibitéra (Cip/Kip)

16p22 ATBF1 Hucre siklusu dlzenleyicisi

10p15 KLF6 Kruppel benzeri ¢inko parmaklar transkripsiyon
faktoru

(21922.3) ve | ERG ve ETV1 ETS transkripsiyon faktorleri

(7p21.2)

NKX3.1 prostata spesifik ekspresyonu olan bir homeobox
gen olup, 8p21 bdlgesinde yer alir ve prostat kanserlerinin %85’inde bu
bdlgede heterozigozite kaybi goriilmektedir'®®. NKX3.1 ekspresyonunun

tam kayb ise prostat kanserinde tiimér progresyonu ile birliktedir'**.

PTEN fosfataz ve tensin homolodudur. 10923 de bulunan ve
prostat kanserlerinde delesyon ve baskilanmaya ugrayan bir tumor
supresor gendirt®*1%. PTEN ekspresyonunun kaybi gec evre ve yilksek
dereceli prostat tlimorlerde daha siklikla gériliir*®’. Primer prostat
kanserlerinin yalnizca kuguk bir bolimunde PTEN delesyonu veya
mutasyonu olmasina ragmen, metastatik lezyonlarin yarisindan fazlasinda
PTEN gen degisiklikleri mevcuttur®. NKX3.1 ve PTEN kaybinin birlikte
olmasi PTEN in tek bagina yoklugundan daha agresif seyreden kansere

neden olur*®.

CDKN1B siklin bagli kinaz inhibitéra olan ve Cip/Kip ailesine
Uye bir hiicre siklusu inhibitériidir. inhibitdr p27°nin  tasarlanmis
modellerde timér baskilayici dzellikleri oldugu gosterilmistir'*®. PTEN ve
CDKN1B alellerinin prostat kanserinde birlikte ayristiklari ve ikisinin

prostat kanseri riskini arttirdi§i dnerilmistir**.
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ATFBL1 prostat kanserinde son zamanlarda, bir hucre siklusu,
aktif proteini kodlayan bir baska gen olarak tanimlanmistir. ATFB1
16922'de lokalizedir ve heterozigozite igin bir hedeftir. Yanisira tumorlerin
%36’sinda yanlis anlamli mutasyonlar olup, buyuk olasilikla protein
fonksiyonunu inaktive etmektedirler**?. ATFB1, coklu bir homodomain

transkripsiyon faktérii olup MYB onkoproteini ile iligkilidir'*.

KLF6 Kruppel benzeri ginko parmak transkripsiyon faktoru 6
10p15°de lokalizedir ve prostat kanseri o&rneklerinin beste birinde
heterozigositesinde kayip mevcuttur***. KLF6’nin nokta mutasyonlari ve
azalmis protein ekspresyonu yuksek dereceli prostat kanserlerinin kiguk
bir  kisminda gorulmekte olsa da ikincil kiguk serilerde

gdzlenmemektedir®.

ERG ve ETV1, ETS transkripsiyon ailesinden olup, arsive
alinmis gen ekspresyon profillerinden yapilmis yeni bir ¢alismada prostat
kanseri dokularinin  belirgin  bir bdéliminde artmis ekspresyonu
g6zlenmistir. ERG veya ETV1’in artmis ekspresyonu hem primer hem de
metastatik hastalikta hemen hemen ayni oranda gorulse de, PIN de
g6zlenmez ve bu ETS faktorinu etkileyen translokasyonlarin invazif

hastaligin erken dénemlerinde etkili oldugunu diisiindiirmektedir*®.

2.4. Proteomik

Proteomik ve proteom terimleri 1995'de ortaya konmustur™*’.
Karmasik ve fazla miktarda olan genom dizi analizi verilerinden sonra
ortaya gikmistir. Belli bir zamanda, belli bir htcrede, belli bir dokuda, belli
bir organizmada bulunan gereken tim biyokimyasal tepkimeleri yUraten
proteinlerin tamamina proteom denir. Proteomik, belli bir organizmada

bulunan proteinlerin toplamini incelemek igin kullanilan yontemlerin
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tumudar. Proteomik analizi vital veriler saglar ¢unklu proteinlerin direkt
etkisini ortaya koyar*®. Proteomikler belirli bir hiicre icindeki tim veya
secgilen proteinlerin tanimlanmasina ve protein agindaki bilgi akisina
olanak saglar'*®. Proteomik ifadelenmesinin belirlenmesinde bazi teknikler

sikga kullaniimaktadir*4"%4,

Proteomik ¢caligmalarda sikga kullanilan yontemler:
e ELISA
e Iki yonlu elektroforez (2D-PAGE)
e Doku ve protein ¢ip teknolojisi (mikroarray)
o Kutle spektrometresi
o MALDI-TOF MS (Matrix-assisted laser desorption/ionization
time of flight Mass Spectrometry)
o SELDI-TOF MS (Surface enhanced laser
desorption/ionization time-of-flight Mass Spectrometry)
o Kantitatif kitle spektrometresi
e Lazer yakalama mikrodisseksiyon [Laser capture microdissection
(LCM)]
e Protein-protein, protein-DNA baglanma reaksiyonlari igin afinite
kromatografi, floresans rezonans ener;ji transferi (FRET)
e Peptid ve proteinlerin G¢ boyutlu incelenmesi

o X-1gini kristalografi, niklear manyetik rezonans

2.4.1. Surface enhanced laser desorption/ionization time-of-
flight (SELDI-TOF) MS (Yuzey etkisi arttirilmis lazer

desorpsiyon/iyonizasyon ucus zamani kiitle spektrometresi)

1990’larin baginda T. William Hutchens ve Tai-Tung Yip
tarafindan gelistirilmigtir. Gaz haline gelmeyen bilesiklerin
desorpsiyon/iyonizasyon yontemi ile galisiimasinda 6rnegi sunan yuzey

calisilan  ornegin yapisal modifikasyon, amplifikasyon vel/veya
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lyonizasyonunda aktif rol oynar. Dakikalar icinde calisilan 6rnegin alt
proteomlari protein parmak izi gibi gorunttlenebilir (Sekil 6). Cok yuksek
ciktili veriler dakikalar icinde olusur. Genis grup calismalari igin birkag

saatte sonug alinirken 2D-PAGE’de ayni galisma giinler almaktadir**,

f [[Teiaser)

V - .'-..|"| iz gériintiisti |
lole--——---—- - - ——- I+ ————— » % |
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Sekil 6: SELDI-TOF iginde proteinlerin aynistirimasi ve protein parmak izinin

cikarilmasi.

SELDI-TOF teknolojisi biyogip Uzerinde kimyasal olarak
modifiye edilmis ylzeye, selektif olarak adsorbe edilen ilgili proteinlerin
affinite-esasl kitle spektrometrik yontemle analiz edilmesidir (Sekil 7). Bu
teknoloji duyarli ve ylksek bir verimde kompleks biyolojik oOrneklerin

protein profillerine ulagmayi saglar.
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ProteinChip® Teknolojisi

ProteinChip Diizeni ve SELDI-TOF-MS Saptama
1. Ornek @ dogrudan protein gipine konur. = ===
2. Proteinler @ Gip tizerinde yakalanir ve tutulur (affinite yakalanmasi)
3. Yiizey Surface-Enhanced Laser Desorpsiyon/Iyonizasyon (SELDI) ile okunur.

4. Yakalanan proteinler dogrudan gip tizerinde isleme alinir.

Lazer

Molekdiler agirhk

100 pm?

1 mm?

ProteinChip Diizeni

Kimyasal, Biyokimyasal veya Biyolojik yakalama yizeyleri
Sekil 7: SELDI-TOF teknolojisi

Bugun proteomiklerle yapilan calismalarda birgok kanser
turlerinin erken tanisi ile ilgili olarak saglikh ve kanserli hastalarin protein
bantlari karsilastirilarak birden fazla tumor belirleyici bantlar tespit edilmis
ve degisik bilgisayar karar agaclari olugturularak test duyarlihk ve
ozgulliikleri arttirimistir**®. Klinik proteomik yaklasimlari arasinda SELDI-
TOF birgok kanser tipinin serum esasli saptama ve ayiriminda basarih bir
yontem olarak gorulmektedir. Yapilan galismalar, tim kanser hastalarinda
%93-97 duyarhlik, kontrollerde %91-100 6zgullik (bootstrap cross

validation) gdsterdigini ortaya koymaktadir'41°°,

Bu calismada prostat kanser proteomik arastiriimasinda,

protein profillerinin belirlenebilmesi icin SELDI-TOF kutle spektrometre

yonteminden yararlaniimistir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Arag ve Geregler

3.1.1. Cihazlar

Otomatik 1s1 dongu cihazi (Applied Biosystems, ABD)

Otomatik DNA dizi analiz cihazi (Applied Biosystems, ABD)
SELDI-TOF MS (Surface enhanced desorption and ionization time of
flight, mass spectrometry - Yuzey etkisi arttinlimis lazer
desorpsiyon/iyonizasyon kutle spektrometresi BioRAD, ABD)
Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) (Thermo Scientific, ABD)

Kuru blok isitici (heater) (Boeko, Almanya)

Mikrosantrifij (Hettich Zentrifugen, ABD)

Vorteks (MS2 IKA, Almanya)

Karistirici (MS2 IKA, Almanya)

Hava akim kabini (Laminar flow, Nuaire, ABD)

Elektroforez gug kaynagi (Consort, Belgika)

Elektroforez tanki (Consort, Belgika)

UV Transiluminatér ve jel goruntileme sistemi (Syngene Ingenius
Bioimaging, ABD)

Hassas terazi (Libror Shimadzu, Japonya)

Manyetik karistirici

pH metre

Otomatik pipetler(0.1-10, 10-100, 100-1000 ul) (Eppendorf, Almanya)
Etiv (Nlve, Turkiye)

Otoklav (Sanyo, Japonya)

Derin dondurucu ( -80°C) (Nuaire, ABD)

Buzdolabi (Argelik, Turkiye)

Mikrodalga firin (Whitewestinghouse, ABD)
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3.1.2. Kitler

Proteomik inceleme kiti (Invitek, Almanya)

Peptid protein standart kiti (Invitek, Almanya)
Parafin blok ekstraksiyon kiti (Quiagen, Almanya)
DNA saflastirma kiti (Invitek, Almanya)

BigDyeR terminator V3.1 dizi analizi kiti (ABI, ABD)

3.1.3. Sarf Malzemeler

Protein Chip IMAC 30 Array (Immobilized Metal Affinity Capture)
(BioRAD, ABD)

Eppendorf tip (0.2, 0.5, 1.5 ml) (Citotest, Cin)

Pipet ucu (10, 100, 1000 pl) (Eppendorf, Almanya)

3.1.4. Kimyasal Maddeler

Primerler (Metabion, Almanya)

Hot start Ampli Taq (Bioneer, Kore)

Taq DNA polimeraz (Fermentas, Litvanya)

PZT tamponu (Fermentas, Litvanya)

dNTP karigimi (Fermentas, Litvanya)

MgClI, (Fermentas, Litvanya)

Nla Il restriksiyon enzimi ve tamponu (Biolabs, ABD)
Nhe | restriksiyon enzimi ve tamponu (Bioron, Almanya)
Mbo | restriksiyon enzimi ve tamponu (Bioron, Almanya)
Gene Scan - 500 Rox size standart (Applied Biosystems, ABD)
POP 4 Polimer (Applied Biosystems, ABD)

POP 6 Polimer (Applied Biosystems, ABD)

Formamide (Applied Biosystems, ABD)
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e Agaroz (Sigma, ABD)

e Trizma Baz (Sigma, ABD)

e Borik Asit (Sigma, ABD)

¢ Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) (Sigma, ABD)

¢ Yukleme tamponu (Fermentas, Litvanya)

e 100 b¢'lik molekuler agirlik belirteci (Seegene, Kore)
e Etidyum Bromdir (Sigma, ABD)

e Sodyum asetat (Carlo Erba, italya)

e Etanol (Riedel de Haen, Almanya)

3.2. Cozeltilerin Hazirlanisi

3.2.1. 5X Tris Borat EDTA (TBE) Cozeltisi Hazirlanisi

Trizma Baz 54 g

Borik Asit 27.5 g

0.5 M EDTA (pH: 8) 20 ml

Kimyasallar ¢ozundukten sonra 1 litre olacak sekilde Uzerine distile su

eklendi.

3.2.2. 1X TBE Cozeltisi Hazirlanisi

200 ml 5X TBE, distile su ile 1000 mI’'ye tamamlandi.

3.2.3. 0.5M EDTA Cozeltisi Hazirlanisi

186.1 g disodyum EDTA tartildi. 800 ml distile su igerisinde ¢ozuldu.
NaOH ile pH 8 olacak sekilde hazirlandi.
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3.2.4. Stok Etidyum Bromur Cozeltisi Hazirlanisi

10 mg etidyum bromur 1 ml distile suda ¢ozulerek hazirlandi.

3.2.5. 3M Sodyum asetat (NaOAc) Cozeltisi Hazirlanisi

NaOAc3H,0 0.04 g
80 ml distile suda ¢ozuldukten sonra, glasial asetik asit ile (pH:4.6)'ya

ayarlanarak hacim 100 ml’'ye tamamlandi.

3.3. Agaroz Jel Hazirlanisi

%Z2’lik agaroz jel hazirlamak icin 2 g agaroz hassas terazide
tartildi. 1X TBE c¢ozeltisi ile 100 ml'ye tamamlandi. Mikrodalga firin
kullanilarak kaynatildi. Agarozun homojen bir gsekilde eritimesinden ve
sicaklik 60°C’ ye dustiikten sonra elektroforez tepsisine dokildi. Jel
donduktan sonra yatay elektroforez tankina yerlestirildi. Jelin Gzerini

ortecek sekilde 1X TBE ¢o6zeltisinden eklendi.

3.3.1 Jel Bovyasinin Hazirlanmasi

100 ml 1X TBE c¢ozeltisi igcinde 10 ml etidyum bromir sollUsyonu
hazirlandi.

3.3.2. Orange G Jel Yukleme Boyasi Hazirlanisi

Gliserol 55 ml
Orange G 100 mg
1X TBE c¢ozeltisi 45 ml karistirilarak ¢ozulUr.
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3.4. Yontemler
Calisma iki bélimde gergeklestirilmistir. Calismanin birinci

bolimunde proteomik analizler, ikinci bolumunde ise molekuler genetik

analizler yapiimigtir.

3.5. Proteomik Analizler:

3.5.1. Calisma Grubu ve Klinik Ozellikler:

Bu calismaya Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Uroloji
Klinigi'ne basvuran BPH, prostat kanseri hastalari ve saglikli kisilerden
olusan kontrol grubu dahil edilmistir.

Calismanin protein profil analizi ile iligkili olan kismini 50
BPH, 47 prostat kanseri hastasi, 20 radikal prostatektomi sonrasi PSA
degeri 0 olan hasta ve 20 saglhkh Kkisilerden olusan kontrol grubu
olusturmustur. Calismaya dahil edilen kisilerden kan o6rnekleri alinarak
ayrilan serum oOrnekleri 100ul hacimlerde calisilana kadar -80°C’de
saklanmistir. Prostat kanseri hasta grubunda yas araligi 52-76 olup, yas
ortalamasi 61 + 0.3'dur. BPH hasta grubunda yas araligi 50-77 olup, yas
ortalamasi 62 + 0.2’dir. Radikal prostatektomi sonrasi PSA degeri 0 olan
hasta grubunda yas araligi 51-72 olup, yas ortalamasi 59 = 0.4’dur.
Saglikli kisilerden olusan kontrol grubunda yas araligi 25-30 olup, yas
ortalamasi 28 * 0.65’dir. Calisma grubunun demografik 6zellikleri Tablo
3’'de verilmigtir.

Calismanin genomik analizi ile iligkili olan kisminda,
retrospektif elde edilen prostat kanser ve benign prostat hipertrofisi parafin
blok 6rnekleri Gazi Universitesi Tip Fakdltesi Patoloji Anabilim Dal’ndan
alinmigtir. Calismaya 43 prostat kanseri hastasi ve 44 benign prostat
hipertrofisi dahil edilmistir.
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Tablo 3: Calisma grubunun demografik 6zellikleri.

Ortalama (ng/ml)

PSA 0-10 (ng/ml) PSA 0 Olan | Kontrol (BPH) Saghkh
Arasi Olan Hastalar Hastalar (N=50) Kontrol
(N=47) (N=20) (N=20)
Yas Ortalama 61+0.3 59 +0.4 62+0.2 28+0.65
Yas Araligi (52-76) (51-72) (50-77) (25-30)
Klinik evre
(CTNM)
Grup | (cT1a- 32
cT1c)
Grup Il (cT2a- 15
cT2c)
Grup Il (cT3a-
cT4)
Lenf nodu
metastazi
NO
Metastaz
MO
Patolojik grade
(GS)
7 44
=7 3 - -
PSA Ortalama 5.75 6.24 0.3
(ng/ml)
Serbest PSA 1.04 1.29

Bu calisma icin Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik

Kurulu’ndan 16.06.2006 tarihli ve 220 sayih etik kurul onayi alinmistir.

3.5.2. Protein Profil Analizi: SELDI TOF (Surface Enhanced

Desorption and lonization Time of Flight) Teknidi ile Proteomik Calismasi

3.5.2.1. SPA Matriks (EAM- Energy Absorbing Molecules,

Enerji absorbe eden molekiiller) Hazirlanmasi

e SPA matriks tup icine 150 pl %1 Trifluorasetik asit (TFA) ve 150 pl
%2100 asetonitrol (ACN) eklendi.
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e 5 dakika dusuk hizda vortekslenip, 1 dakika 12.000 rpm’de santrifQj
edildi.

3.5.2.2. CHCA Matriks (EAM- Enerqy Absorbing Molecules,

Enerji Absorbe Eden Molekduller) Hazirlanmasi

e CHCA matriks tlp icine 500 ul %1 Trifluorasetik asit (TFA) ve 500 ul
%2100 asetonitrol (ACN) eklendi.

e 5 dakika dusuk hizda vortekslenip, 1 dakika 12.000 rpm’de santrifij
edildi.

3.5.2.3. Protein ve Peptid Standartlarinin Hazirlanmasi

Proteomik inceleme kiti icinde bulunan protein standarti 25 pl
20 mM amonyum asetat ile kuvvetlice karigtirildi. Bu karigimdan 2 pl’lik

hacimler -20°C’de calisilana kadar saklandi.

Protein standardinin kalibrasyon icin kullanimi: 2 pl eritilen
protein kalibrasyon standarti 4 yl sature SPA matriks ile karigtirildi. Protein
standart kalibrasyonu i¢cin 1 pl karisim IMAC 30 bakir ¢ip Uzerine
uygulandi.

Proteomik inceleme kiti iginde bulunan 50 ul peptid standarti
uzerine 1.5 ml tap icinde 100 ul %5 TFA, 100 pl % 100 ACN, 200 pyl 20mM
amonyum asetat eklendi ve kuvvetlice karistirildi ve oda isisinda 5 dakika
inkiibe edildi. 5 pl hacimlerde -20°C’de sakland..

Peptid standardinin kalibrasyon icin kullanimi: 2 pl eritilen

peptid standartt 10 yl CHCA matriks ile karistirildi. Peptid standart
kalibrasyonu igin 1 pl karisim IMAC 30 bakir ¢ip Uzerine uygulandi.
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3.5.2.4.0Orneklerin Hazirlanmasi

-80°C’de saklanan serum ornekleri calisma baslamadan 6nce oda
Isisinda bekletilerek eritilmistir. Uretici firma 6nerileri dogrultusunda
asagidaki calisma basamaklari gergeklestirilmigtir.

20 pl serum 6rneg@i 30 uyl Chaps tamponu 1 ile kanstirldi, 10 dakika
+4°C’de sogutuldu.

Sogutulan 6rnekler Uzerine 100 pl PBS tamponu eklendi. Cip

hazirlanana kadar oda isisinda bekletildi.

3.5.2.5. Cipin Hazirlanmasi (Cip Aktivasyonu)

20 ul Aktivasyon Tampon C cipin ylzeyine eklendi. 5 dakika oda
sicakliginda galkalanarak inkube edildi. Bu islem 2 kere tekrarlandi.
inkiibasyon siiresi sonunda cip yiizeyindeki sivi bosaltildi.

Cipin yuzeyi 10 kez 100 ul deiyonize su ile yikandi.

Cip yuzeyindeki sivi bosaltildi. Cipin ylzeyine 20 ul Nétralizasyon
Tampon E eklendi. 5 dakika oda sicakliginda calkalanarak inkiibe
edildi.

inkiibasyon siiresi sonunda cip yiizeyindeki sivi bosaltildi.

Cipin yuzeyi 10 kez deiyonize su ile yikandi.

Cip ylUzeyindeki sivi bosaltildi. Cipin yuzeyine 200 yl PBS tamponu
eklendi. 5 dakika oda sicakliginda c¢alkalanarak inkiibe edildi.

inkiibasyon siiresi sonunda cip yiizeyindeki sivi bosaltildi.

3.5.2.6.0rneklerin Cipe Yiiklenmesi

Hazirlanan orneklerin 50 ul'si IMAC 30 bakir protein ¢ipe yuklendi.
30 dakika oda sicakhdinda karistiricida sallayarak inktbe edildi.

Takiben Uzerindeki sivi bosaltildi.
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e Cip 3 kez 100 pl PBS tamponuyla, ardindan 3 kez deiyonize su ile
yikand.

e Yikamalar sonrasinda ¢ip kurumaya birakildi.

e Cipin yluzeyi kuruduktan sonra onceden hazirlanan 2 pyl SPA matriks
eklendi.

e Cip karanlk ortamda kurumaya birakildi.

e Cipin yuzeyi tamamen kuruduktan sonra c¢ip ylzeyine baglanan
proteinler protein c¢ip okuyucusu SELDI-TOF MS cihazinda

degerlendirildi.

3.5.2.7. SELDI-TOF MS ile Protein Profillerinin

Degerlendiriimesi

e Veriler ortalama 80 lazer vurusundan sonra 240 yogunlukta 8 detektor
duyarliliginda degerlendirildi**®.

e Gruplar arasindaki karsilastirmalar SELDI-TOF MS cihazinda bulunan
yazihm programi Proteinchip Data Manager Software (Biorad, USA) ile

yapildi.

3.6. Molekiiler Genetik Analizler:
Calismanin bu boéliminde AR CAG tekrarlari, PSA, RNASEL

genlerindeki polimorfizmlerin molekuler genetik analizi yapiimigtir.

3.6.1. Parafin Bloklardan Genomik DNA Eldesi:

e  Ornek bloklarindaki parafin fazlaliklari bistiiri yardimiyla temizlendi.

e 5-10 uym kalinhkta kesitler alind1.

o Kesitler hemen 1.5-2 ml mikrosanrifij tiplerine alindi ve Uzerine 1 ml
ksilen eklendi. Kapagi kapatilip 10 saniye vortekslendi.

e (Oda i1sisinda maksimum hizla 2 dakika santrifij edildi.

e Supernatan pipetlenerek atildi.
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Pellete 1 ml etanol (%96-100) eklendi, vorteksle karistirildi.

Oda isisinda maksimum hizla 2 dakika santriflj edildi.

Supernatan pipetlenerek atild1.

Tupler 10 dakika oda isisinda etanol tamamen buharlasincaya kadar
inkUbe edildi.

Pellet 180 uyl ATL tamponu ile stspanse edildi, 20 ul proteinaz K
eklendi ve vortekslenerek karistirildi.

1 saat 56°C’de inkiibe edildi.

1 saat 90°C’de inkiibe edildi.

Kapakta biriken damlalar icin kisa sureli santrifijlendi.

Ornege 200 pl AL tamponu eklendi, vortekslenerek karistirildi ve 200
pI etanol eklenerek tekrar karistirildi.

Kapakta biriken damlalar i¢in kisa sureli santrifujlendi.

Olusan lizat dikkatlice QlAamp MinElute kolonlarina aktarildi, kapak
kapatilip 6000 x g (8000 rpm) hizla 1 dakika santriftj edildi. QlAamp
MinElute kolonu 2 ml’lik temiz bir tipe aktarildi.

QlAamp MinElute kolonu dikkatlice agildi Uzerine 500 pl AW1
tamponu eklendi. Kapak kapatilip 6000 x g (8000 rpm) hizla 1 dakika
santrifuj edildi. QlAamp MinElute kolonu 2 mllik temiz bir tlpe
aktarildi.

QlAamp MinElute kolonu dikkatlice acildi UGzerine 500 pyl AW2
tamponu eklendi. Kapak kapatilip 6000 x g (8000 rpm) hizla 1 dakika
santrifij edildi. QlAamp MinElute kolonu 2 mllik temiz bir tlpe
aktarildi.

Maksimum hizda (20,000 x g; 14000rpm) 3 dakika santrifuj edildi ve
membran tamamen kurumaya birakildi.

QlIAamp MinElute kolonu 1,5 ml’lik temiz bir tlipe yerlestirildi ve
QIAamp MinElute kolonu dikkatlice agildi. Membranin ortasina 20-100
pI ATE tamponu eklendi.
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e Kapak kapatildi ve 1 dakika oda isinda (15-25°C) inkiide edildi.
Maksimum hizda (20,000 x g; 14000rpm) 1 dakika santrifj edildi.

_ 3.6.2. AR Geni Ekson 1 Bodlgesinde (CAG)n Tekrarlarini
Iceren Bolgenin Molekiler Genetik Analizi

AR geni ekson 1 icerisinde yer alan (CAG)n tekrar sayisinin

belirlenmesi icin fragment analizi yapildi.

3.6.2.1. AR Geni Ekson 1 Bolgesinde (CAG)n Tekrarlarini

iceren Bolgenin PZT ile Cogaltiimasi

AR geninin ekson 1 bdlgesinde tanimlanan Ugcll tekrarlarin
sayllarini belirlemek Uzere asagida tanimli floresan isaretli primer seti
kullanilarak ilgili bdlge PZT ydntemi ile cogdaltildi™” (Sekil 8). AR gen

bdlgesini gcogaltmak tzere segilen primerler;

AR-CAGF; 5FAM-TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC-3’
AR-CAGR; 5’-GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT-3’

5'TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGCY
CAAGACCTACCGAGGAGCTTTCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGCGCGAAGTGATCCAGAACCCG
GGCCCCAGGCACCCAGAGGCCGCGAGCGCAGCACCTCCCGGLGLCAGTTTGCTGCTGCTGLAG
CAGCAGCWGCAGCWGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG
CAGCAAGAGACTAGCCCCAGGCAGCAKCAGCAGCAGCAGGGTGAGGATGGTTCTCCCCAAGCC
CATCGTAGAGGCCCCACAGGCTACCTGGTCCTGGATGAGGAACAGCAACCTTCACAGCCGCA
ITACTCCTTGTCGTTGGAAGTGTCG S

Sekil 8: AR geninin ekson 1 bolgesinde tanimlanan (CAG)n tekrarlarini igine alan
bolgeyi ¢ogaltan primerler ve bolgenin genomdaki yerlesimi. ENSG00000169083

Amplifikasyon sonucu eldesi beklenen uGrunlerin uzunluklari ve tekrar

sayllari Tablo 4’te gosterilmigtir.
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Tablo 4: PZT iiriinlerinin uzunluklan ve tekrar sayilari

PZT driani (bp) Tekrar sayisi
261 13
264 14
267 15
270 16
273 17
276 18
279 19
282 20
285 21
288 22

3.6.2.2. AR Geni Ekson 1’deki (CAG)n Tekrarlari iceren

Bolgenin Tepkime Karisimi

PZT tepkimesi karigimini hazirlamak i¢in 1.5 mM MgCl, 20
MM dNTP, 20 pmol/pl her primerden, 1.0 U/ul Tag DNA polimeraz enzimi
ve PZT tamponu kullanildi. PZT karisimi ince c¢eperli 0.2°lik tuplere
dagitildiktan sonra saflastirilan genomik DNA eklendi. PZT tapunde son
hacim 25 ul olup igerigi Tablo-5'de verilmigtir.

Tablo 5: AR geni ekson 1’deki (CAG)n tekrarlari igeren bdlgenin tepkime karigimi

Karigim Stok Final konsantrasyon Toplam : 25ul
dH;0O - - 17.2 pl
PZT tamponu 10x 1x 25ul
MgCl, 25 mM 1.5 Mm 1.5ul
10 mM 20 uM 0.2 pl
dNTP
Primer F 100 pmol/ul 20 pmol/pl 0.2 ul
Primer R 100 pmol/ul 20 pmol/pl 0.2 ul
Taq DNA polimeraz 5 Ulul 1.0 U/pl 0.2 ul
DNA - - 3ul
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3.6.2.3. AR Geni Ekson 1’deki (CAG)n Tekrarlarini iceren
Bolgenin PZT Programi

Baslangic ayrilma islemi icin 94'C’de 5 dk bir déngii bunu
takiben asagida belirtlen program ayarlanarak 30 dongu ve son uzama
igin ise 72°'Cde 5 dk bir dongu olacak sekilde PZT tepkimesi
gerceklestirildi.

Ayriima 94°C’de 30 sn
Primer baglanmasi 62°C’ de 1dk 30 dongl
Uzama 72°C’de 1dk

Program sonunda hedef DNA bdlgesi ¢ogaltiimis oldu.

3.6.2.4. AR Geni Ekson 1’deki (CAG)n Tekrarlarini iceren

PZT Uriinlerinin Analizi

PZT UrGnlerinin analizi agaroz jel elektroforez yontemi ile
gerceklestirildi. Agaroz jel elektroforezi icin hazirlanan kimyasal
karigsimlarin icerikleri belirtiimigtir. Bu bdlge icin %2’lik agaroz jel

hazirlanmistir.

3.6.2.5. AR Geni Ekson 1’deki (CAG)n Tekrarlarinin Analizi

Herbir 6rnek igin asagida belirtilen oranlarda fragment
karigimi ayri ayri hazirlandi. Fragment uzunluklarinin belirlenmesinde
internal standard olarak GeneScan-500 ROX kullanildi. Bu karigim
uzunluklari 35 ve 500 arasinda degisen (35, 50, 75, 100, 139, 150, 160,
200, 250, 300, 340, 350, 400, 450, 490, 500) 16 adet ROX isaretli tek
zincirli DNA fragmanini icermektedir. Sicaklik 80°C’ ye geldikten sonra
tupler PZT cihazina yerlestirildi. 5 dk denature edildikten sonra -20°C’ de 2
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dk bekletildi. Tupler otomatik DNA dizi analizi sistemine yerlestirildi. Tablo

6’da fragment analiz karisimi ve miktarlari gosterildi.

Tablo 6: AR geni ekson 1’deki (CAG)n tekrarlarina ait fragment analizi karigimi

Karisim Toplam: 21.5 pul
Formamid 20 ul

ROX igaretli size Standard 0.5 ul

FAM igaretli PZT Uruni 1l

Ornekler 32 dk 60°C’de yurutildikten sonra, GENESCAN v.

3.0 programi kullanilarak analiz edildi.

3.6.2.6. Dongusel DNA Analizi Yontemi ile AR Geni Ekson

1’deki (CAG)n Tekrar Sayilarinin Dogrulanmasi

Fragment analizi yontemi ile TA tekrar sayilari belirlenen
orneklerden her iki allelinde de tekrar sayilari esit olanlar, sonuglarin
dogrulanmasi amaciyla DNA dizi analizine tepkimesine alindi.

Daha onceden c¢ogaltiimig olan orneklere ait PZT urunleri
Invisorb Spin PCRapid Kit kullanilarak saflastirildi.

1-2 ml'lik ependorf tuplne filtre yerlestirdi.

2-PZT tupune 130 ul tampon fosfat eklendi. Karisim filtreye aktarihp 1 dk
bekletildi.

3-30 sn 10.000 x rpm de santriflj edildi. Cokelti kismi atild1.

4-700 ul yikama ¢ozeltisi filtrenin Gzerine eklenip, 30 sn 10.000 x rpm de
santrifuj edildi.

5-Cokelti kismi atildi. Filtre ayni ependorf tiplne tekrar yerlestirilip, 3 dk
14.000 x rpm de kalan yikama ¢ozeltisi uzaklastiriimasi igin santrifj edildi.
6-Filtre yeni 1.5 mllik ependorf tlpine aktarildi. 20 pl 6rnek seyrelti
¢Ozeltisi filtreye yuklendi. 3 dk oda sicakhdinda bekletildi.

7-1 dk 10.000 x rpm de santrifuj edildi. Filtre atildi. Boylelikle gokeltideki
PZT ardnu kontrol amagli saf halde elde edildi.
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3.6.2.7. Saflastinlan PZT Uriinlerinin Agaroz Jel

Elektroforezinde Analizi

Saflastinlan PZT drunlerinin analizi agaroz jel elektroforez
yontemi ile gerceklestirildi. %2’lik agaroz jele érneklerden 5ul yuklenerek

PZT Urinleri kontrol edildi.

3.6.2.8. Dongusel DNA Dizi Analizi Tepkime Karisimi

AR geni, (CAG)n tekrarlarini iceren gen bdlgesinin dongusel
dizi analizi tepkimesi BigDyeR Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit ve
ona ait protokol kullanilarak gerceklestirildi. DNA dizi analizi tepkimesi icin
kullandigimiz primer dizisi asagida gosterilimisti. DNA dizi analizi

amplifikasyon karisimi Tablo 7°de verildi.

AR-CAGR; 5 GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT-3’

Tablo 7 : DNA dizi analizi amplifikasyon karigimi

dH,O 7.5 pl
Dizi Analizi kit karigsimi 8 ul
Primer 0.5 ul
Saflastinimig PZT dranu 4yl

Isi 94 °C'ye geldikten sonra tipler otomatik 1s1 dongu
cihazina yerlestirildi. Baglangi¢ ayriima iglemi igin 95°C’de 5 dk bir dongu
bunu takiben asagida belirtilen program ayarlanarak 25 dongu olacak

sekilde PZT tepkimesi gergeklestirildi.

Ayrilma 95°C’de 10 sn
Primer baglanmasi 50 C’de 5 sn 25 doéngu
Uzama 60°C’de 4dk
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Donguler tamamlandiktan sonra, DNA dizi analizi tepkimesi
sonrasi saflastirma islemi asagida yazili protokole goére yapildi:
1-Doéngusel dizi analizi tepkimesi sonrasi PZT tlpundn tzerine 2 ul (3mM
pH:4.6) NaOAc dan eklendi.
2-Uzerine 50 pl % 96'lik etil alkol eklendi.
3-Karisim 1.5 ml’lik ependorf tiplne aktarildi, hafifce vurularak karistirildi.
4-Buz uzerinde 15 dk bekletildi.
5-Sure sonunda beklemeden 20 dk 13.000 x rpm de santrifuj edildi.
6-Ustte kalan kisim pipet yardimiyla uzaklastirildi.
7-Geriye kalan ¢okelti oda 1sisinda kurumaya birakildi.
8-Uzerine 20 pl formamid eklenerek 0.5 ml'lik ependorf tiipline aktarildi.
9-94 °C’ de denaturasyon islemi yapildiktan sonra -20 °C’ de 2 dk
bekletildi.
10-Tupler Otomatik DNA dizi analizi sistemine yerlestirilerek 6rnekler

okutularak analiz edildi.

3.6.3. PSA/KLK3 Geni Kontrol Bolgesinde Yer Alan -158

G>A (rs266882) Polimorfizminin Molekiiler Genetik Analizi

PSA/KLK3 Geninin kontrol bdlgesinde yer alan -158 G>A

(rs266882) polimorfizminin belirlenmesi igin PZT-RFLP yéntemi kullanildi.

3.6.3.1. PSA/KLK3 Geni Kontrol Bolgesinde Yer Alan -158

G>A (rs266882) Polimorfizmini iceren Bolgenin PZT ile Cogaltiimasi

Asagida belirtilen 6zgul primerler kullanilarak polimorfizmi
iceren bdlge PZT yodntemi ile ¢ogaltildi. PSA/KLK3 geninin 297 bg¢'lik
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bdlgesini cogaltmak Uzere segilen primerler Sekil 9 ve tepkime karisimlari

Tablo 8'de verilmistir°8,

lleri Primer (forward primer) 5'-TTGTATGAAGAATCGGGGATCGT-3'
Geri Primer (reverse Primer) 5-TCCCCCAGGAGCCCTATAAAA-3'

S’ TTGTATGAAGRATCGGGGATCGT 3
GTCTTGGAGTGCAAAGGAT CTAGGCACGTGAGGCTTTGTATGAAGAATCGGGGATCGTAC
CACCCCCTIGTTTCTGTTTCATCCTGGGCRTGTCTCCTCTGCCTTTGTCCCCTAGATGAAG
TCTCCATGAGCTACAGGGCCTGGTGCAT CCAGGGTGATCTAGTAATTGCAGAACAGCAAG
PSA-158
\
TR*CTAGCTCTCCCTCCCCTTCCACAGCTCTGGGTGTGGGAGGGGGTTGTCCAGCCTCAG
CAGCATGGGGAGGGCCTTGGTCAGCCTCTGGGTGCCAGCAGGGCAGGGGCGGAGTCCTGG
GGAATGAAGGTTTTATAGGGCTCCTGGGGGAGGCTCCCCAGCCCCAAGCTTACCACCTG

3'AARATATCCCGAGGRACCCCCTS!

Sekil 9: PSA/KLK3 genine ait 297 bg¢’lik boliimini ¢ogaltan primerler, bélgenin

genomdaki yerlesimi ve -158 G>A (rs266882) polimorfizmi igin kullanilan
restriksiyon enzimi ve kesim yeri. Referans: ENSG00000142515 giris no’lu dizi.

3.6.3.2. KLK3 -158 Polimorfizmini iceren Bolgenin PZT

Tepkime Karisimi

Hedef DNA bdlgesini ¢cogaltmak icin tepkime esnasinda son
konsantrasyonlari 1xPZT tamponu, 2 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP, her iki
primerden 0.6 uM, 1 U / 50 pyl Taq DNA polimeraz enzimi olacak sekilde
stok c¢oOzeltilerden Tablo 8'de belirtilen miktarda mikropipet yardimi ile
cekildi. Tepkime karigimi 0.2 ml’lik tplere dagitildi ve Uzerine saflastirilan
genomik DNA eklendi. Tum iglemler, tepkimenin dogru gerceklesmesi igin
buz Ustunde yapildi. Ardindan otomatik 1s1 déngu cihazina yerlestirilerek

tepkime gerceklestirildi.
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Tablo 8: KLK3-158 gen bélgesi i¢in PZR tepkime karigimi

Toplam hacim:

Stok Son konsantrasyon 50 pL
dH,O - - 37.3 ul
Tampon Cdzeltisi (10X) 10X 1X 5 ul
MgCl, (25 mM) 25 mM 1.5mM 3 ul
dNTP’ler (10 mM) 10 mM 0.2 mM 0.5 pl
Primer F (100 pM) 100 uM 0.6 uM 0.5 pl
Primer R (100 uM) 100 uM 0.6 uyM 0.5 pl
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 5 U/l 0.026 U/ul 0.2 pl
DNA - - 3l

3.6.3.3. KLK3-158 Polimorfizmini iceren Bolgenin PZT
Programi

Baslangi¢ ayrilma islemi i¢in 94°C’de 5 dk bir dongl bunu
takiben asagida belirtilen program ayarlanarak 30 dongu ve son uzama
icin ise 72°C'de 5 dk bir donglu olacak sekilde PZT tepkimesi
gerceklestirildi.

Ayrilma 94°C’de 30 sn
Primer baglanmasi 60°C’de 1 dk 30 déngu
Uzama 72°C’de 1.5 dk

Program sonunda hedef DNA bdlgesi ¢ogdaltiimis oldu.

3.6.3.4. KLK3 -158 Polimorfizmini iceren Bolgeye Ait PZT

Uriinlerinin Analizi

PZT tepkimesi sonrasinda elde edilen PCR UrUnlerinin
agaroz jelde elektroforezi yapildi. Bunun i¢in daha onceden hazirlanmig
1X TBE tamponu ile hazirlanmis olan %Z2’lik agaroz jele DNA

orneklerinden 7 uL alinarak, 3 uyl Orange G jel yukleme tamponu ile
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karistirihip jeldeki kuyulara yuklendi. Ayni zamanda kuyulardan birine de
100 baz ciftlik (b¢) DNA molekller agirlik belirteci yliklenerek, 1X TBE
tamponunun icerisinde 45 dk 100 volt sabit akimda yuarataldiu. Sdre
sonunda “Syngene Ingenius Bioimaging” goruntuleme sistemi kullanilarak

jellerin fotografi gekildi.

3.6.3.5. KLK3-158 Polimorfizminin Belirlenmesi icin PZT

Uriinlerinin Nhel Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

Nhel, Neisseria mucosa heidelbergensis bakterisinden elde
edilen bir restriksiyon enzimidir. Cift zincirli DNA’ y1 asagida gosterilen
diziden taniyarak kesim yapar.

5-GVCTAGC-3’

3-CGATCTG-5

PZR tepkimesi sonrasi 297 baz ciftik PZR Urinld Nhel
restriksiyon enzimi ile kesimlenmistir. Bu bodlgede -158. nukleotit Nhel
kesim noktasi tagsimaktadir. Guanin— Adenin (G—A) bir nukleotit degisimi
olmasi halinde Nhel enziminin tanidigi bir bolge kaybolmaktadir. Bu
nukleotit degisimi olmayan (AA) bireylerde 297 baz ciftlik tek bant,
heterozigot bireylerde (GA) 297, 149 ve 148 baz ciftlik G¢ bant, her iki
alelinde degisim gorulen bireylerde (GG) 149 ve 148 baz ciftlik iki bant

gorulecektir.

3.6.3.5.1 Deneyin Yapilisi

1- 1.5 ml' lik ependorf tapunin igine 15 pyl PCR Urlnu
eklendi.

2- 18 pl son hacim igersinde 10 U/pl Nhel enzimi ve 1x kesim
tamponu (pH 7.9, 25 °C) ilave edildi.

3- 37°C’ de 60 dk inkube edildi.
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4- Inklbasyon sonrasi tlplerin igine 3 uyl Orange G jel
yukleme boyasi eklendi.

5- %2’ lik agaroz jelde oxi74 pna molekller agirlik belirteci

esliginde 30 dakika 100 volt sabit akimda yurataldu.

3.6.4. PSA/KLK3 Geni Kontrol Bolgesinde Yer alan -252 G>A
(rs4802754) Polimorfizmini Molekuler Genetik Analizi

PSA/KLK3 Geninin kontrol boélgesinde yer alan -252 G>A
(rs402754) polimorfizminin belirlenmesi icin PZT-RFLP yéntemi kullanildi.

3.6.4.1. PSA/KLK3 Geni Kontrol Bolgesinde Yer alan -252
G>A (rs4802754) Polimorfizmini iceren Bdlgenin PZT ile Cogaltiimasi

Asagida belirtilen 6zgul primerler kullanilarak polimorfizmi
iceren bolge PZT yontemi ile ¢ogaltildi. PSA/KLK3 geninin 204 bg¢’lik

bdlgesini ¢ogaltmak Uzere secilen primerler Sekil 10 ve tepkime

karisimlari Tablo 9'da verilmistir'®®.

lleri Primer (forward primer) 5'-ATCTCCTGAGTGCTGGTGTCTTA-3'
Geri Primer (reverse primer) 5'-GCAATTACTAGATCACCCTGGATG-3'

5’ATCTCCTGAGTGCTGGTGTCTTA 3’
TGGTGCAGGGATCAGGGAGTCTCACAATCTCCTGAGTGCTGGTGTCTTAGGGCACACTGG
GTCTTGGAGTGCAAAGGATCTAGGCACGTGAGGCTTTGTATGAAGAATCGGGGATCRTAC

PSA-252
\
CCACCCCCTGTTTCTGTTTCATCCTGGGCRTG*TCTCCTCTGCCTTTGTCCCCTAGATGAAGT
CTCCATG*AGCTACAGGGCCTGGTGCATCCAGGGTGATCTAGTAATTGCAGAACAGCAA
3’ GTAGGTCCCACTAGATCATTAACG 5’

Sekil 10: PSA/KLK3 genine ait 204 b¢’lik béliimiuni ¢ogaltan primerler, bélgenin
genomdaki yerlesimi ve -252 G>A (rs4802754) polimorfizmi igin kullanilan
restriksiyon enzimi ve kesim yeri. Referans: ENSG00000142515 giris no’lu dizi.
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3.6.4.2. KLK3 -252 Polimorfizmini iceren Bodlgenin PZT

Tepkime Karisimi

Hedef DNA bdlgesini gogaltmak icin tepkime esnasinda son
konsantrasyonlari 1xPZT tamponu, 2 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP, her iki
primerden 0.6 uM, 1 U / 50 pl Tag DNA polimeraz enzimi olacak sekilde
stok c¢oOzeltilerden Tablo 9'da belirtilen miktarda mikropipet yardimi ile
cekildi. Tepkime karisimi 0.2 ml’ lik tuplere dagitildi ve Gzerine saflagtirilan
genomik DNA eklendi. Tum iglemler, tepkimenin dogru gerceklesmesi icin
buz Ustinde yapildi. Ardindan otomatik 1s1 dongu cihazina yerlestirilerek

tepkime gerceklestirildi.

Tablo 9: KLK3-252 gen bdlgesi i¢in PZR tepkime karigimi

Son Toplam hacim:

Stok konsantrasyon P 50 pL
dH,O - - 37.3 ul
Tampon Cdzeltisi (10X) 10X 1X 5 ul
MgCl, (25 mM) 25 mM 1.5mM 3 ul
dNTP’ler (10 mM) 10 mM 0.2 mM 0.5 ul
Primer F (100 pM) 100 uM 0.6 uyM 0.5 pl
Primer R (100 uM) 100 uM 0.6 uyM 0.5 pl
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 5 U/l 0.026 U/ul 0.2 ul
DNA - - 3l

3.6.4.3. KLK3-252 Polimorfizmini Iceren Bolgenin PZT
Programi

KLK3-252 gen bodlgesi igcin baglangic ayriima islemi igin
95°C’de 5 dk bir dongld bunu takiben asagida belirtilen program
ayarlanarak 30 dongu ve son uzama igin ise 72°C’de 5 dk bir dongu

olacak sekilde PZT tepkimesi gergeklestirildi.
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Ayrilma 95°C’de 30 sn
Primer baglanmasi 68°C’de 1 dk 30 dongu
Uzama 72°C’de 1 dk

Program sonunda hedef DNA bdlgesi ¢ogaltiimis oldu.

3.6.4.4. KLK3 -252 Polimorfizmini iceren Bolgeye Ait PZT

Uriinlerinin Analizi

PZT tepkimesi sonrasinda elde edilen PCR drunlerinin
agaroz jelde elektroforezi yapildi. Bunun i¢in daha dnceden hazirlanmig
1X TBE tamponu ile hazirlanmis olan %Z2’lik agaroz jele DNA
orneklerinden 7 uL alinarak, 3 uyl Orange G jel ylikleme tamponu ile
karistirihp jeldeki kuyulara yuklendi. Ayni zamanda kuyulardan birine de
100 baz ciftlik (b¢) DNA molekuler agirlik belirteci yuklenerek, 1X TBE
tamponunun igerisinde 45 dk 100 volt sabit akimda ydrataldia. Sdre
sonunda “Syngene Ingenius Bioimaging” goruntileme sistemi kullanilarak

jellerin fotografi gekildi.

3.6.4.5. KLK3-252 Polimorfizminin Belirlenmesi icin PZT

Uriinlerinin Nlalll Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

Nlalll, Neisseria lactamica bakterisinden elde edilen bir
restriksiyon enzimidir. Cift zincirli DNA’ y1 asagida gosterilen diziden
taniyarak kesim yapar.

5-C{ATG-3’

3-GTATC-5’
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PZR tepkimesi sonrasi 204 baz ciftik PZR urinia Nlalll
restriksiyon enzimi ile kesimlenmistir. Bu bodlgede -252. nukleotit Nlalll
kesim noktasi tasimaktadir. Guanin— adenin (G—A) bir ntkleotit degisimi
olmasi halinde Nlalll enziminin tanidigi bir bolge ortadan kalkmaktadir. Bu
nakleotit dedisimi olmayan (GG) bireylerde 163,41 baz ciftlik iki bant,
heterozigot bireylerde (GA) 163, 126, 41 ve 37 baz ciftlik dort bant, her iki
alelinde degisim gorulen bireylerde (AA) 126, 41, 37 baz ciftlik bantlar

gOrulecektir.

3.6.4.5.1. Deneyin Yapllisi

1- 1.5 ml’ lik ependorf tiplnin igine 15 ul PCR Grind eklendi.

2- 18 ul son hacim igersinde 10 U/ul Nlalll enzimi ve 1x kesim tamponu
(pH 7.9, 25 °C) ilave edildi.

3- 37°C’ de 60 dk inkiibe edildi.

4- inkiibasyon sonrasi tiiplerin icine 3 pl Orange G jel yikleme boyasi
eklendi.

5- %2’ lik agaroz jelde ®X174 DNA molekiler agirlik belirteci esliginde 30
dakika 100 volt sabit akimda yuratulda.

3.6.5. RNASEL Geni D541E T>G (rs627928) Polimorfizminin

Molekuler Genetik Analizi

RNASEL geninde yer alan D541E T>G (rs627928)

polimorfizminin belirlenmesi igin PZT-RFLP ydntemi kullanildi.

3.6.5.1. RNASEL Geni D541E T>G (rs627928)

Polimorfizmini iceren Bolgenin PZT ile Cogaltiimasi

Asagida belirtilen 6zgul primerler kullanilarak polimorfizmi
iceren bdlge PZT yontemi ile ¢ogaltildi. PSA/KLK3 geninin 361 bg¢’lik
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bdlgesini ¢ogaltmak Uzere secilen primerler Sekil 11 ve tepkime
karisimlari Tablo 10’da verilmistir.

ileri Primer (forward primer) 5'-TCCCATCATCTTGTTTGC-3'

Geri Primer (reverse primer) 5'-CACCACCTTACCCTTTCC-3'

5'TCCCATCATCTTGTTTGC3'
TCCCATCATCTTGTTTGCTAATAGCGTGCACCACTCCTTCCAGGGTTACCCAAATAATTAGTAAGC
ATCTTTGGCTTGATTTATGGCTTTTGTGCAGGACCTTGGACGGCTGGTCCTCTATGTGGTAAAGA

D541E
\
AGGGAAGCATCTCATTTGAG*GAKCTGAAAGCTCAAAGTAATGAAGAGGTGGTTCAACTTTCTC

CAGATGAGGAAACTAAGGACCTCATTCATCGTCTCTTCCATCCTGGGGAACATGTGAGGGACTG
TCTGAGTGACCTGCTGGGTCATCCCTTCTTTITGGACTTGGGAGAGGTAAGTAAAACTTTGTGCA
GATGCCACAGGCCTCCAGGATGGAAAGGGTAAGGTGGTG

3'CCTTTCCCATTCCACCAC 5’

Sekil 11: RNASEL genine ait 361 bg¢’lik boliimiinii gogaltan primerler, bélgenin
genomdaki yerlesimi ve D541E T>G (rs627928) polimorfizmi igin kullanilan
restriksiyon enzimi ve kesim yeri. Referans: ENSG00000135828 giris no’lu dizi.

3.6.5.2. RNASEL D541E Polimorfizmini iceren Bélgenin PZT

Tepkime Karisimi

Hedef DNA bdlgesini gogaltmak icin tepkime esnasinda son
konsantrasyonlari 1xPZT tamponu, 2 mM MgCl;, 0.2 mM dNTP, her iki
primerden 0.6 uM, 1 U / 50 pl Tag DNA polimeraz enzimi olacak sekilde
stok coOzeltilerden Tablo 10°’da belirtilen miktarda mikropipet yardimi ile
cekildi. Tepkime karisimi 0.2 ml’ lik tuplere dagitildi ve Gzerine saflastirilan
genomik DNA eklendi. Tum iglemler, tepkimenin dogru gerceklesmesi icin
buz ustinde yapildi. Ardindan otomatik 1s1 dongu cihazina yerlestirilerek
tepkime gergeklestirildi.
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Tablo 10: RNASEL D541E gen bolgesi icin PZR tepkime karigimi

Son Toplam hacim:

Stok konsantrasyon P 50 uL
dH,O - - 37.3 ul
Tampon Cdzeltisi (10X) 10X 1X 5 ul
MgCl, (25 mM) 25 mM 1.5mM 3 ul
dNTP’ler (10 mM) 10 mM 0.2 mM 0.5 pl
Primer F (100 pM) 100 uM 0.6 uM 0.5 pl
Primer R (100 uM) 100 uM 0.6 uM 0.5 pl
Taq DNA polimeraz (5 U/pl) 5 U/l 0.026 U/ul 0.2 ul
DNA - - 3l

3.6.5.3. RNASEL D541E Polimorfizmini iceren Bolgenin PZT
Programi

RNASEL D541E gen bdlgesi icin baslangi¢c ayrilma islemi
icin 95°C’de 5 dk bir dongu bunu takiben asagida belirtilen program
ayarlanarak 30 dongl ve son uzama igin ise 72°C’de 5 dk bir dongu

olacak sekilde PZT tepkimesi gergeklestirildi.

Ayrilma 95°C’de 30 sn
Primer baglanmasi 55°C’de 1 dk 30 dongu
Uzama 72°C’de 1 dk

Program sonunda hedef DNA bdlgesi ¢ogaltiimis oldu.

3.6.5.4. RNASEL D541E Polimorfizmini iceren Bolgeye Ait

PZT Uriinlerinin Analizi

PZT tepkimesi sonrasinda elde edilen PCR Urlnlerinin
agaroz jelde elektroforezi yapildi. Bunun i¢in daha 6nceden hazirlanmig

1X TBE tamponu ile hazirlanmis olan %Z2’lik agaroz jele DNA
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orneklerinden 7 L alinarak, 3 pyl Orange G jel yukleme tamponu ile
karistirihp jeldeki kuyulara yuklendi. Ayni zamanda kuyulardan birine de
100 baz ciftlik (b¢) DNA molekuler agirlik belirteci yuklenerek, 1X TBE
tamponunun igerisinde 45 dk 100 volt sabit akimda yudrataldu. Sdre
sonunda “Syngene Ingenius Bioimaging” goruntuleme sistemi kullanilarak

jellerin fotografi ¢ekildi.

3.6.5.5. RNASEL 541 Polimorfizminin Belirlenmesi icin PZT

Uriinlerinin Mbol Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

Mbol, Moraxella bovis bakterisinden elde edilen bir
restriksiyon enzimidir. Cift zincirli DNA’ y1 asagida gosterilen dizisinden
taniyarak kesim yapar.

5-\GATC-3’

3-CTAG?T-5’

PZR tepkimesi sonrasi 361 baz ciftik PZR Grini Mbol
restriksiyon enzimi ile kesimlenmistir. Timinin — Guanine (T—G) degisimi
durumunda Mbol enziminin tanidigi bir bolge kaybolmaktadir. Bu nukleotit
degisimi olmayan (GG) bireylerde 361 baz ciftlik tek bant, heterozigot
bireylerde (GT) 361, 210, ve 151 baz ciftlik U¢ bant, her iki alelinde
degisim gorulen bireylerde (TT) 210,151 baz ciftlik iki bant gérilecektir.

3.6.5.5.1. Deneyin Yapilisi

1- 1.5 ml’ lik ependorf tUpunun igine 15 yl PZR trunu eklendi.

2- 18 pl son hacim igersinde 10 U/ul Mbol enzimi ve 1x kesim tamponu
(pH 7.9, 25 °C) ilave edildi.

3- 37°C’ de 60 dk inkube edildi.
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4- Iinkibasyon sonrasi tiiplerin icine 3 pl Orange G jel ylikleme boyasi
eklendi.

5- %2’ lik agaroz jelde ®X174 DNA molekuler agirlik belirteci esliginde 30
dakika 100 volt sabit akimda yuratuldd.

3.7. Biyoinformatik analiz programlari
Calismanin  proteomik verileri SELDI-TOF MS igin

tasarlanmis olan yazilim programi Proteinchip Data Manager Software
(BioRAD, ABD) ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Calisma grubumuzu GUTF Uroloji Klinigine bagvuran 47
prostat kanseri hastasi, 50 BPH olan birey (rebiyopsi yapilan) 20 radikal
prostatektomi sonrasi PSA degeri 0 olan hasta ve 20 saglikli kontroller
olusturdu. Calismanin ilk bolimunde tium bireylerden elde edilen serum
ornekleri proteomik dizeyde aragtirildi.

Calismanin ikinci bélimunde ise prostat kanseri hastalarinin
ve BPH bireylerin parafine gémuliu dokularindan DNA izole edilerek, PSA
RNASEL ve AR genlerinde tanimlanan polimorfizmlerin sikliklari
arastirildi. Polimorfizmlerin prostat kanseri ve BPH kontrol grubuna ait
verilerinin Hardy-Weinberg esitligine uygunlugu arastiriidiyinda, prostat
kanserli hasta grubunda PSA -158, PSA -252, ve RNASEL D541E igin
sirasiyla p degeri, 0.00030, 0.0098 ve 0.0070, BPH kontrol grubunda ise
bu degerler 0.145, 0.758 ve 0.068 olarak tespit edildi.

4.1. Proteomik Analiz Sonuglari
Kontrol gruplariyla karsilastirildiinda prostat kanseri olan
grupta 7 farkli serum proteini belirlendi (p<0.01). Prostat kanseri grubunda

normal serum seviyesinden dusuk olan 4 ve yuksek olan 3 tane protein
bulundu (Tablo 11).
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Tablo 11. Proteomik analiz sonuglari

Gruplar Belirleyici Ekspresyon

Prostat Kanseri — Saglikh Kontrol 6447 Da (p=0.00000012) Azalan —
Artan
ekspresyon

6628 Da (p=0.00000024) Azalan —
Artan
ekspresyon

8134 Da (p=0.00106993) Artan -
Azalan
ekspresyon

Prostat Kanseri — Benign Prostat 6428 Da (p= 0.000001716) Azalan —
Hipertrofisi Artan
ekspresyon
(Rebiyopsi) 4481 Da (p= 0.000567038) Artan -
Azalan
ekspresyon

Prostat Kanseri — PSA 0 5580 Da (p=0.001973913) Azalan —
Artan
ekspresyon

6628 Da (p=0.00001953) Azalan —
Artan
ekspresyon

8939 Da(p= 0.002154045) Artan -
Azalan
ekspresyon

Saglikli erkek hastalar grubuyla karsilastirildiginda prostat
kanseri grubunda 6447 Da ve 6628 Da agirligindaki proteinler serumda
dusuk seviyelerde ve 8134 Da protein yuksek seviyelerde bulundu.

PSA yulksekligine sekonder birden fazla biopsi yapiimis ve
prostat kanseri saptanmamig hasta grubuyla kargilastirildiginda prostat
kanseri grubunda 6428 Da agirhgindaki protein serumda dusuk
seviyelerde ve 4481 Da protein yuksek seviyelerde bulundu. Prostat
kanseri ve BPH karsilastirlmasinda saptanan 6428 Da agirligindaki
proteine ait biyoinformatik analiz ve proteinin parmak izi haritasi Sekil12’de
gosterildi. Ayni proteinin kromatografik analiz gortnttsu Sekil 13’de verildi.

PSA 0 olan hasta grubuyla karsilastirildiginda prostat kanseri
grubunda 5580 Da ve 6628 Da agirligindaki proteinler serumda dusuk

seviyelerde ve 8939 Da protein yuksek seviyelerde bulundu.
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Sekil 13: 6428 Da agirligindaki proteinin kromatografik analiz goriintusi.

Tam bu proteinler igerisinde kontrol gruplari (saglikli grup ve

PSA 0) ve prostat kanserli hasta grubu karsilastirimasinda serumda daha

dusuk seviyelerde saptanan 6628 Da agirligindaki protein ayricalikli olarak
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degerlendirildi (p<0.001) (Sekil 14). Ayni proteinin

goruntisu Sekil 15’de verildi.
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Sekil 14: Prostat kanseri ve kontrol gruplari karsilagtinimasinda saptanan 6628 Da
agirhgindaki proteine ait biyoinformatik analizi.

o 5000 10000 15000
2000
< 119024
1000
GG25.04
0
1] 5000 10000 15000

Sekil 15: 6628 Da agirhigindaki proteinin kromatografik analiz goériintusu.

Prostat kanseri, BPH ve PSA 0 olan tim hastalikla

gruplar ve saglikl

kontrol grubu karsilagtirildiginda hastalikla

iligkil
iligkil
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gruplarda 2566 Da, 5152 Da ve 6438 Da agirligindaki proteinler serumda
dusuk seviyelerde kontrol grubunda ise yuksek seviyelerde bulundu.
Prostat kanseri, BPH ve PSA 0 olan tim hastalikla iligkili gruplar ve
saglikh kontrol grubu karsilastiriimasi sonucunda elde edilen biyoistatistik
sonuglari ile iligkili bilgisayar verileri Sekil 16, 17 ve 18'de ve grafiksel

degerlediriimeleri de Grafik 1, 2 ve 3'de gosterildi.
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Cluster Statistics

Condition: M/Z: 2566.375  Cluster: 362 P-Value: 0000 ROC area: 0.197  Row 1138 of 1140

Group M/Z avg M/Z std Intensity avg Intensity std # of peaks  # estimated

HASTA  2566.375 0.007 4.108 13.407 120 119
SAGLIKLI 2566.373 0.284 14.041 11.430 20 16
Spectrum Group Estimated M/Z Intensity
1190241543_spotA_1.6 HASTA true 2,566.375 9.063
1190241543_spotB_1.6 HASTA true 2,566.375 -5.137
1190241543_spotC_1.6 HASTA true 2,566.375 11.11
1190241543_spotD_1.6 HASTA true 2,566.375 21.571
1190241543_spotE_1.6 HASTA true 2,566.375 1.378
1190241543_spotF_1.6 HASTA true 2,566.375 11.474
1190241543_spotG_1.6 HASTA true 2,566.375 2.541
1190241543_spotH_1.6 HASTA true 2,566.375 3.575
1190241544 _spotA_1.6 HASTA true 2,566.375 5.3
1190241544 _spotB_1.6 HASTA true 2,566.375 3.721
1190241544 _spotC_1.6 HASTA true 2,566.375 2.695
1190241544 _spotD_1.6 HASTA true 2,566.375 8.729
1190241544 _spotE_1.6 HASTA true 2,566.375 -1.098
1190241544 _spotF_1.6 HASTA true 2,566.375 -5.92
1190241544 _spotG_1.6 HASTA true 2,566.375 -6.158
1190241544 _spotH_1.6 HASTA true 2,566.375 15.363
1190241545_spotA_1.6 HASTA true 2,566.375 3.997
1190241545_spotB_1.6 HASTA true 2,566.375 13.881
1190241545_spotC_1.6 HASTA true 2,566.375 -1.111
1190241545_spotD_1.6 HASTA true 2,566.375 0.77
1190241545_spotE_1.6 HASTA true 2,566.375 8.757
1190241545_spotF_1.6 HASTA true 2,566.375 3.41

Sekil 16: Tiim hastalikla iligkili gruplar ve saglikh kontrol grubu karsilastiriimasinda
saptanan 2566 Da agirhigindaki proteine ait biyoistatistik analiz verileri.
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Grafik 1: Tiim hastalikla iligkili gruplar ve saglikh kontrol grubu karsilastinimasinda
saptanan 2566 Da agirhgindaki proteinin grafiksel degerlendirilmesi.
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Cluster Statistics

Condition: M/Z:5152.836  Cluster: 629  P-Value: 0.000 ROC area: 0.197  Row 1139 of 1140

Group M/Z avg M/Z std Intensity avg Intensity std # of peaks # estimated

HASTA  5152.799 1.988 30.862 23.024 120 106
SAGLIKLI 5152.497 1.382 52.518 23.088 20 17
Spectrum Group Estimated M/Z Intensity
1190241543 _spotA_1.6 HASTA true 5,152.836 11.631
1190241543 _spotB_1.6 HASTA true 5,152.836 15.611
1190241543 _spotC_1.6 HASTA true 5,152.836 17.525
1190241543 _spotD_1.6 HASTA true 5,152.836 15.523
1190241543 _spotE_1.6 HASTA true 5,152.836 12.845
1190241543 _spotF_1.6 HASTA true 5,152.836 19.653
1190241543 _spotG_1.6 HASTA true 5,152.836 11.103
1190241543 _spotH_1.6 HASTA true 5,152.836 54.93
1190241544 _spotA_1.6 HASTA true 5,152.836 3.634
1190241544 _spotB_1.6 HASTA true 5,152.836 11.043
1190241544 _spotC_1.6 HASTA true 5,152.836 20.839
1190241544 _spotD_1.6 HASTA true 5,152.836 22
1190241544 _spotE_1.6 HASTA true 5,152.836 16.089
1190241544 _spotF_1.6 HASTA true 5,152.836 21.342
1190241544 _spotG_1.6 HASTA true 5,152.836 24.041
1190241544 _spotH_1.6 HASTA false 5,160.104 48.633
119024 1545_spotA_1.6 HASTA true 5,152.836 28.852
1190241545_spotB_1.6 HASTA true 5,152.836 9.977
1190241545_spotC_1.6 HASTA true 5,152.836 8.667
1190241545_spotD_1.6 HASTA true 5,152.836 9.544
1190241545_spotE_1.6 HASTA true 5,152.836 15.033
119024 1545_spotF_1.6 HASTA true 5,152.836 17.189

Sekil 17: Tiim hastalikla iligkili gruplar ve saglhkl kontrol grubu karsilastiriimasinda
saptanan 5152 Da agirhgindaki proteine ait biyoistatistik analiz verileri.
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Grafik 2: Tiim hastalikla iligkili gruplar ve saglikh kontrol grubu karsilagtinimasinda
saptanan 5152 Da agirhgindaki proteinin grafiksel degerlendirilmesi.
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Condition:
Group M/Z avg
HASTA  6438.916

SAGLIKLI 6438.933

Spectrum

1190241543 _spotA_1.6
1190241543 _spotB_1.6
1190241543 _spotC_1.6
1190241543 _spotD_1.6
1190241543 _spotE_1.6
1190241543 _spotF_1.6
1190241543 _spotG_1.6
1190241543 _spotH_1.6
1190241544 _spotA_1.6
1190241544 _spotB_1.6
1190241544_spotC_1.6
1190241544_spotD_1.6
1190241544 _spotE_1.6
1190241544 _spotF_1.6
1190241544 _spotG_1.6
1190241544_spotH_1.6
1190241545 _spotA_1.6
1190241545 _spotB_1.6
1190241545 _spotC_1.6
1190241545 _spotD_1.6
1190241545 _spotE_1.6
1190241545 _spotF_1.6

M/Z: 6438.858

Cluster Statistics

Cluster: 713

M/Z std
1.029
2154

217.570
377.362

Group

HASTA
HASTA
HASTA
HASTA
HASTA
HASTA
HASTA
HASTA
HASTA
HASTA
HASTA
HASTA
HASTA
HASTA
HASTA
HASTA
HASTA
HASTA
HASTA
HASTA
HASTA
HASTA

P-Value: 0.000

140.420
140.892

Estimated
true
true
true
true
true
true
true
false
true
true
true
true
true
true
true
true
true
true
true
true
true
true

ROC area: 0.185

Row 1140 of 1140

Intensity avg Intensity std # of peaks

120
20

M/Z

6,438.858
6,438.858
6,438.858
6,438.858
6,438.858
6,438.858
6,438.858
6,440.873
6,438.858
6,438.858
6,438.858
6,438.858
6,438.858
6,438.858
6,438.858
6,438.858
6,438.858
6,438.858
6,438.858
6,438.858
6,438.858
6,438.858

# estimated
110
14

Intensity
148.756
76.952
170.116
91.149
68.925
73.1
109.19
263.176
87.726
83.455
118.744
194.68
155.99
138.394
136.602
73.728
196.851
165.635
169.818
136.895
114.987
131.828

Sekil 18: Tiim hastalikla iligkili gruplar ve saglikh kontrol grubu karsilastiriimasinda

saptanan 6438 Da agirhgindaki proteine ait biyoistatistik analiz verileri.
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Grafik 3: Tiim hastalikla iligkili gruplar ve saglikl kontrol grubu karsilastiriimasinda
saptanan 6438 Da agirhigindaki proteinin grafiksel degerlendirilmesi.

4.2. Molekiiler Genetik Analiz Sonuglan

4.2.1 AR Geni Ekson 1 bolgesinde (CAG)n Tekrarlarinin
PZT Sonuclari

43 prostat kanseri ve 44 kontrole ait PZT Urlnleri %2’lik
agaroz jelde ydratulda. (CAG)n polimorfizmini iceren (261-288) baz cifti
arasina karsilik gelen bantlar molekiler agirlik belirteci ile karsilastirildi
(Sekil 19).
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261/288 b

Sekil 19: 261-288 b¢’lik bantlari gésteren jel goriintisii: (CAG)n tekrar polimorfizmini
icine alan gen boélgesine ait PZT sonuglarinin %2’lik agaroz jeldeki gériintiisii B: 100
b¢’lik molekiiler agirlik belirteci, 1, 2, 3, 4, 5, 6 no’lu kuyular - PZT iirtinleri.

4211 AR Geni Ekson 1'deki (CAG)n Tekrarlarinin
Fragment Analizi Sonuclari

Fragment analizi yontemi ile herbir bireye ait (CAG)n tekrar
sayllari belirlendi. Hasta ve kontrol grubunda en fazla goézlenen tekrar

sayllari 6rnek olarak secilerek (Sekil 20-24) arasinda gdsterildi.

250 270 300 340 350

Sinyal Yogunlugu

Sekil 20: AR geni ekson 1 bodlgesinde 16 CAG tekrar sayisina sahip bireyin
fragment analizi gorintisi.
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Sinyal Yogunlugu

Sekil 21: AR geni ekson 1 bolgesinde 17 CAG tekrar sayisina sahip bireyin
fragment analizi goruntisu.

250 276 300 340 350

Sinyal Yogunlugu

Sekil 22: AR geni ekson 1 bolgesinde 18 CAG tekrar sayisina sahip bireyin
fragment analizi gorintisi.

250 279 300 340 350

Sinyal Yogunlugu
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Sekil 23: AR geni ekson 1 bolgesinde 19 CAG tekrar sayisina sahip bireyin
fragment analizi goruntiisi.

250 282 300 340 350

Sinyal Yogunlugu

f
n,’ V1

Sekil 24: AR geni ekson 1 bolgesinde 20 CAG tekrar sayisina sahip bireyin
fragment analizi goruntiisu.

Fragment analizi yontemi ile tekrar sayilari belirlenen
orneklerden ayni tekrar sayisina sahip 5 bireyin sonuglari DNA analizi
yontemi ile dogrulandi (Sekil 25).
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Sekil 25: AR geni ekson 1 bolgesinde 21 CAG tekrar sayisina sahip
bireyin dizi analizi goriintiisii.

Hasta ve kontrol grubundaki AR geni CAG tekrar sayilarinin
dagihimlan Grafik 4’de gosterilmistir. AR geni CAG tekrar polimorfizmleri

icin 13 ve 22 arasinda farkl tekrar sayilari izlendi.

14
12
10
g
=z &
bl
g 6 B PCa
47 W BPH
2 .
0 _
13 15 16 17 18 19 20 21 22
{CAG)nTekrar Sayisi

Grafik 4: Prostat kanserli hasta ve kontrol (BPH) grubundaki AR geni (CAG) tekrar
sayilarinin dagilimlan

Prostat kanserli hastalarda CAG tekrar sayisi 17°den dusik
olanlarin sikligi %23.3 ve 17 ve Uzeri CAG tekrar sayisina sahip bireylerin
sikhgi ise %76.7°dir. Kontrol grubunda ise CAG tekrar sayisi 17°den dusik
olanlarin sikligi %27.3 ve 17 ve Uzeri CAG tekrar sayisina sahip bireylerin
sikhgi ise %72.7'dir (Tablo 12). Ancak hasta ve kontrol grubu arasinda

istatistiksel olarak bir fark belirlenmemistir (p>0.05).
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Tablo 12: Prostat kanserli bireylerde ve kontrollerde AR geni CAG tekrar sayisi
polimorfizminin dagilimi

BPH PCa P degeri OO0 (%95 GA) P
n= 47 N=50 degeri
Genotipler N (%) N (%)
(CAG)n tekrarlar 0.666
<17 12 27.3 10 23.3 1
217 32 72.7 33 76.7 1.24 (0.47-3.26) 0.666

4.2.2. PSA/KLK3 Geni Kontrol Bolgesinde Yer alan -158
G>A (rs266882) Polimorfizmini iceren Bolgenin PZT Sonuclari

44 prostat kanseri ve 43 kontrole ait PZT UrUnleri %2’lik
agaroz jelde yurataldu. -158 G>A (rs266882) polimorfizmini iceren 297 bg
uzunluguna karsilik gelen bantlar molekuler agirlik belirteci ile kargilastirildi
(Sekil 26).

0 10 s NK B

1500 bg
1200be
1000 bg

900 bg

800bg —>
700bg —

600 bg
500bg —

400 bg
300 bg o
200 bg
100bg —7

Sekil 26: 297 bg¢’lik bantlan gosteren jel goérintiusii: -158 G>A (rs266882)
polimorfizmini igine alan gen bdlgesine ait PZT sonugclarinin %2’lik agaroz jeldeki
gorintiisii B: 100 DNA molekiiler agirhk belirteci, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10, 11 no’lu
kuyular - PZT iriinleri.
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4.2.2.1. PSA/KLK3 Geni Kontrol Bolgesinde Yer alan -158
G>A (rs266882) Polimorfizmini iceren PZT Uriinlerinin Nhel Restriksiyon

Enzimi Kesim Sonuclari

Prostat kanseri ve BPH ¢alisma grubunu olusturan bireylerin
-158 G>A (rs266882) polimorfizmi genotip sikliklarini belirlemek i¢in PZT
artnleri Nhel restriksiyon enzimi ile kesime birakildi. Kesim dranleri %2’ lik
agaroz jelde 100 bg¢’lik molekuler agirlik belirteci esliginde 30 dk 100 volt
sabit akimda yuratuldu ve Sekil 27’ deki jel goruntuleri elde edildi.

297 be

149,148 bg

Sekil 27: PSA/KLK3 geni kontrol boélgesinde yer alan -158 G>A (rs2663882)
polimorfizmini iceren PZT uriinlerinin Nhel restriksiyon enzim kesimi B: 100 b¢’lik
molekiiler agirlik belirteci, 1, 4, 6. kuyular: GG genotipi, 3 ve 5. kuyular: GA
genotipi, 2. kuyu: AA genotipi, 7. kuyu: Kesim yapiilmamig PZT iiriini

4.2.3. PSA/KLK3 Geni Kontrol Bolgesinde Yer alan -252 G>A
(rs4802754) Polimorfizmini iceren Bdlgenin PZT Sonuclari

44 prostat kanseri ve 43 kontrole ait PZT Urlnleri %2’lik
agaroz jelde yuarutuldd. -252 G>A (rs4802754) polimorfizmini iceren 204 bg
uzunluguna karsilik gelen bantlar molekiler agirlik belirteci ile kargilastirildi
(Sekil 28).
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Sekil 28: 204 bg’lik bantlan gosteren jel goriintiisii: -252 G>A (rs4802754)
polimorfizmini igine alan gen bdlgesine ait PZT sonuglarinin %2’lik agaroz jeldeki
goriuntiisii B: 100 b¢’lik DNA molekiiler agirlik belirteci, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 no’lu
kuyular - PZT driinleri.

4.2.3.1. PSA/KLK3 Geni Kontrol Bolgesinde Yer alan -252
G>A (rs4802754) Polimorfizmini iceren PZT Urlinlerinin Nlalll Restriksiyon

Enzimi Kesim Sonuclari

Prostat kanseri ve BPH ¢alisma grubunu olusturan bireylerin
-252 G>A (rs4802754) polimorfizmi genotip sikliklarini belirlemek igin PZT
artnleri Nhel restriksiyon enzimi ile kesime birakildi. Kesim dranleri %2’ lik
agaroz jelde 100 bg¢’lik molekuler agirlik belirteci esliginde 30 dk 100 volt
sabit akimda yurutulda ve Sekil 29’ deki jel goruntuleri elde edildi.
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Sekil 29: PSA/KLK3 geni kontrol bélgesinde yer alan -252 G>A (rs4802754)
polimorfizmini igeren PZT iriinlerinin Nlalll restriksiyon enzim kesimi. B: 100 bg¢’lik
molekiiler agirlik belirteci, 1, 4, 5. kuyular: GG genotipi, 3 ve 6. kuyular: GA
genotipi, 2. kuyu: AA genotipi, 7. kuyu: Kesim yapilmamig PZT uriini

_ 4.2.4. RNASEL Geni D541E T>G (rs627928) Polimorfizmini
Iceren Bolgenin PZT Sonuclari

44 prostat kanseri ve 43 kontrole ait PZT UrlUnleri %2’lik
agaroz jelde vydrutildi. RNASEL Geni D541E T>G (rs627928)
polimorfizmini iceren 361 bg uzunluguna karsilik gelen bantlar molekuler
agirlik belirteci ile karsilastirildi (Sekil 30).

Sekil 30: 361 bg’lik bantlari gosteren jel goriintiisi: RNASEL Geni D541E T>G
(rs627928) polimorfizmini igine alan gen bdlgesine ait PZT sonuglarinin %2’lik agaroz
jeldeki goriintisii B: 100 b¢’lik DNA molekiiler agirhk belirteci, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9
no’lu kuyular - PZT uriinleri.
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424.1. RNASEL Geni D541E T>G  (rs627928)

Polimorfizmini iceren Bolgenin PZT Uriinlerinin Mbol Restriksiyon Enzimi

Kesim Sonuclari

Prostat kanseri ve BPH ¢alisma grubunu olusturan bireylerin
RNASEL Geni D541E T>G (rs627928) polimorfizmi genotip sikliklarini
belirlemek igin PZT drtnleri Mbol restriksiyon enzimi ile kesime birakildi.
Kesim Urlnleri %2’ lik agaroz jelde 100 bg¢’lik molekuler agirlik belirteci
esliginde 30 dk 100 volt sabit akimda yudrutulda ve Sekil 31’ deki jel

goruntuleri elde edildi.

Sekil 31: RNASEL geni D541E T>G (rs627928) polimorfizmini igeren boélgenin PZT
dirinlerinin Mbol restriksiyon enzim kesimi. B: 100 b¢’lik molekiiler agirhk belirteci,
1, 4, 5. kuyular: GG genotipi, 3 ve 6. kuyular: GT genotipi, 2. kuyu: TT genotipi, 7.
kuyu: Kesim yapilmamig PZT uriinii

Calismamizda PSA/KLK3 geninde tanimlanan -158 G>A
(rs266882) polimorfizmi incelendiginde, hasta grubunda 16 bireyde AA
genotipi (%36.4), 10 bireyde GA genotipi (%22.7), 18 bireyde GG genotipi
(%40.9) olarak belirlenirken, kontrol grubunda 18 bireyde AA genotipi
(%41.9), 16 bireyde GA genotipi (%37.2), 9 bireyde GG genotipi (%20.9)
olarak bulundu (Tablo 13). Hasta grubunda A alleli gérulme sikhg1 %47.7,
G alleli gorilme sikligi %52.3 iken, kontrol grubunda A alleli gérulme
sikhgr %60.5 ve G alleli gorulme sikhgi %39.5 olarak belirlendi (Tablo 13).
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PSA/KLK3 geninin -158 G>A (rs266882) bdlgesinin
polimorfik dagihmlari karsilastirildiginda, prostat kanseri hastalari ve BPH

kontrolleri arasinda istatistiksel olarak bir fark elde edilmemistir (p>0.05).

Tablo 13: Prostat kanserli hasta ve kontrollerde PSA/KLK3 geninin -158 G>A
(rs266882) polimorfizminin dagihmi

BPH PCa p degeri OO0 (%95 GA) p degeri
n= 43 N=44
Genotipler N (%) N (%)

rs266882 0.106

AA 18 41.9 16 36.4 1

GA 16 37.2 10 22.7 0.70 (0.25-1.99) 0.505

GG 9 20.9 18 40.9 2.25 (0.79-6.40) 0.126

Alleler

A 52 60.5 42 47.7 1

G 34 39.5 46 52.3 1.67 (0.92-3.06) 0.092

0O, olasiliklar orani; GA, giivenlik araligi

Cahsmamizda PSA/KLK3 geninde tanimlanan -252 G>A
(rs4802754) polimorfizmi incelendiginde, hasta grubunda 32 bireyde GG
genotipi (%72.7), 8 bireyde GA genotipi (%18.2), 4 bireyde AA genotipi
(%9.1) olarak belirlenirken, kontrol grubunda 28 bireyde GG genotipi
(%65.1), 13 bireyde GA genotipi (%30.2), 2 bireyde AA genotipi (%4.7)
olarak bulundu (Tablo 14). Hasta grubunda G alleli gértlme sikligi %81.8,
A alleli goérilme sikligi %18.2 iken, kontrol grubunda G alleli gérilme
sikhdr %80.2 ve A alleli gorulme sikligi %19.8 olarak belirlendi (Tablo 14).

PSA/KLK3 geninin -252 G>A (rs4802754) bdlgesinin
polimorfik dagihmlari karsilastirildiginda, prostat kanseri hastalari ve BPH

kontrolleri arasinda istatistiksel olarak bir fark elde edilmemistir (p>0.05).
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Tablo 14: Prostat kanserli hasta ve kontrollerde PSA/KLK3 geninin -252 G>A
(rs4802754) polimorfizminin dagilimi

BPH PCa p degeri OO0 (%95 GA) p degeri
n=43 N=44
Genotipler N (%) N (%)
rs4802754 0.348
GG 28 65.1 32 72.7 1
GA 13 30.2 8 18.2 0.54 (0.19-1.49) 0.229
AA 2 4.7 4 9.1 1.75 (0.30-10.29) 0.681
Alleler
G 69 80.2 72 81.8 1
A 17 19.8 16 18.2 0.90 (0.42-1.92) 0.790

00, olasiliklar orani; GA, glivenlik arahigi

Calismamizda RNASEL geninde tanimlanan D541E T>G

(rs627928) polimorfizmi incelendiginde, hasta grubunda 14 bireyde TT
genotipi (%31.8), 13 bireyde TG genotipi (%29.6), 17 bireyde GG genotipi
(%38.6) olarak belirlenirken, kontrol grubunda 18 bireyde TT genotipi
(%41.9), 15 bireyde TG genotipi (%34.8), 10 bireyde GG genotipi (%23.3)
olarak bulundu (Tablo 14). Hasta grubunda T alleli gériime sikhd1 %46.6,

G alleli gorulme sikligi %53.4 iken, kontrol grubunda T alleli gérulme
sikhgr %59.3 ve G alleli gorulme sikhdi %40.7 olarak belirlendi (Tablo 15).

kontrolleri arasinda istatistiksel olarak bir fark elde edilmemistir (p>0.05).

RNASEL geninin

D541E T>G

polimorfik dagilimlari karsilastirildiginda, prostat kanseri hastalari ve BPH

(rs627928)

bolgesinin

Tablo 15: Prostat kanserli hasta ve kontrollerde RNASEL geninin D541E T>G

(rs627928) polimorfizminin dagilimi

BPH PCa p degeri OO0 (%95 GA) p degeri
N= 43 N=44
Genotipler N (%) N (%)
rs627928 0.294
TT 18 41.9 14 31.8 1
TG 15 34.8 13 29.6 1.11 (0.40-3.09) 0.835
GG 10 23.3 17 38.6 2.19 (0.77-6.23) 0.141
Alleler
T 51 59.3 41 46.6 1
G 35 40.7 47 53.4 1.67 (0.92-3.04) 0.093

00, olasiliklar orani; GA, glivenlik arahigi
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5. TARTISMA

Kanser gelisimi ile iligkili molekuler olaylar ¢ok cesitlidir ve
heniz tam olarak tanimlanamamistir. Kanser gibi hastaliklarin
mekanizmasina bakildiginda genelde komplike ve siklikla ¢oklu
proteinlerin dlzensizliklerinden olustuklari gorilmektedir. Proteinlerin
yogunluklarinda, yapilarinda veya fonksiyonlarindaki degisiklikler klinik
semptomlarin ve tanida 6nem tasiyan belirleyicilerin olusumunda 6nemli
rol oynamaktadirlar. Proteinlerin tanimlanmasi, kantitasyonu,
siniflandinimasi bu molekiler olaylarin tam olarak anlasiimasinda c¢ok

onemlidirt®°:161,

Organizmanin biyolojik 6zellikleri, genlerle kodlanan Grunlerin
yapisi ve olusan proteom fonksiyonlari ile ortaya konur. Gunumuizde
proteomiklerle yapilan galismalarda en Uzerinde durulan konu saglikli ve
hastalik kosullarindaki yapi fonksiyon iligkisinin tanimlanmasi ve
seciminde ifade edilen proteinlerdir. Genomik ve proteomik birlikteligi
hastalik surecinin butinsel olarak anlagilmasina olanak saglayacaktir.
Proteom duzeyindeki bilgi spesifik hiicre fonksiyonlari ve bunlarin saglk
ve hastaliktaki fonksiyonlarinin anlasiimasinda ¢ok oOnemlidir. Hastalik
patogenezinde olusan 6nemli degisikliklerin agiga cikarilmasinda protein
duzeyindeki ekspresyon analizi gereklidir. Proteomikler hucre ve c¢evre
kosullarinin  fonksiyonel yollari arasindaki iligkileri RNA dizey
degisikliklerinden bagimsiz olarak anlasilmasini saglar*®®.

Kanser proteomikleri, saglikli dokudan farkh hastahk
evrelerinde tanimlama ve kantitatif analiz i¢in eksprese edilen proteinleri
kapsar. Proteom hem hucrenin intrensek genetik programi hem de
bulundugu c¢evrenin etkisini yansittigi i¢in proteomikler biyobelirleyici

kesfinde de dnemlidir.
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Kanser kontrolu ve 6nlenmesinde erken saptama onemlidir.
Biyobelirleyiciler hucrenin herhangi bir zamandaki durumuyla iliskili ¢ok
degerli bilgiler saglamaya yardimci olurlar. Bir hucre saglikh halden
neoplastik duruma transforme olurken uygun biyobelirleyiciler kullanilarak
olusan degisiklikler gosterilebilir. Biyobelirleyici aragtirmalari teknolojideki

gelismelerden proteomikler alaninda ¢ok faydalar saglamistir.

Prostat kanseri erkeklerde diger solid tumorlerden daha
yuksek insidansa sahip en ciddi onkolojik hastaliklardan biridir.
Gunumuzde dinyada ikinci kanser mortalite nedenidir. Prostat kanserinin
taranmasinda timor belirleyici olarak Prostat-Spesifik-Antijenin  (PSA)
kesfi onemli bir bulus olmustur. Ancak PSA testinin prostat kanserini
benign prostat hiperplazisinden ayirt edilmesinde dusuk o6zgulluga
nedeniyle zorluk yasanmakta ve kanserin erken evre tanisini

kisitlamaktadir.

Prostat spesifik antijenin prostat adenokarsinomunun
tanimlanmasinda kullanilabilecek bir serum belirleyicisi oldugunu bildiren
ilk bilim adami olan Stamey'®, 2004 yilinda PSA c¢aginin artik
tamamlandigini PSA’nin sadece BPH tanimlanmasinda kullanilabilecegini,
prostat kanserinin ve evrelerinin belirlenebilmesi igin acilen yeni
belirleyicilere gereksinim oldugunu bildirmistir*®*'®>. Qu ve ark. da PSA
testinin prostat kanseri taramasinda %90 Uzerinde duyarlilik tasimasina
ragmen prostat kanserini BPH'dan ayirmadaki 6zgulliginin sadece %25

oldugunu vurgulamislardir*®®.

Bugune kadar laboratuvarlarda taniya yonelik olarak yapilmis
olan protein miktar tayinleri kanser erken tanisindan ¢ok uzak olup, halen
tani amaciyla kullanilan belirleyiciler de gerek o6zgulligu ve gerekse
duyarhliklari yénunden ¢ok sayida yalanci pozitiflik nedeniyle gereksiz

biyopsi yapilmasina neden olmaktadir. Ayrica duyarhliklarin disuk olmasi
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nedeniyle de kanser erken tanisi amaciyla kullanilamamaktadir.
Gunumuzde kullanilan tanimlama sistemleri ile yapilan tek belirleyici
analizleri ile tumor belirleyici olarak kullanilan proteinlerin 6zgulluk ve
duyarhliklari esik deg@eri ile degismektedir. Esik degeri tum negatifleri tespit
etmek Uzere ayarlandiginda bir miktar kanser olusumu baslayan
hastalarin negatif gibi degerlendiriimesi s6z konusu iken, esik degeri tim
pozitifleri tespit etmek Uzere ayarlandiginda ise yalanci pozitif sonug
verilen bir hasta grubu oldugu gozlenmektedir. Tek belirleyici analizinde
karsilagilan bu ‘gri bolge’ ¢oklu-belirleyici analizi ile ortadan kaldiriimakta,
yuksek oOzgulluk ve duyarhlikta erken donemde kanser tanisi mumkun

OlmaktadIr160,161,168,169

Birden fazla Dbelirleyici tanimlanmasi ve analizinin
yaplimasinin kanser olugsumunun erken donemde tespitinde 6nemli rol
oynadidi bilinmektedir. Glinimuzde kullanilan tek belirleyici analizi ile elde
edilen yalanci negatif ve yalanci pozitifliklerin ortadan kaldiriimasi ve
kanser varliginin tespit edilebilme duzeyini son evrelerden ilk ve ikinci
evrelere tasimak goklu-belirleyici protein analizi ile mumkun olmaktadir. Bu
bilgiler 1s1ginda bir belirleyici panelinin olusturulmasi ve tespiti ile tek
belirleyici analizine gbre daha yuksek duyarlilik ve 6zgullikte hastalik

tanimlanmasi yapilabilmektedir'®%¢*1,

SELDI-TOF teknolojisi biyogip Uzerinde kimyasal olarak
modifiye edilmis ylzeye, selektif olarak adsorbe edilen ilgili proteinlerin
affinite-esasl kutle spektrometrik yontemle analiz edilmesidir. Bu teknoloji
duyarli ve ylUksek bir verimde kompleks biyolojik o6rneklerin protein
profillerine ulasmayi saglar. Buglin proteomiklerle yapilan c¢alismalarda
bircok kanser turlerinin erken tanisi ile ilgili olarak saglikli ve kanserli
hastalarin protein bantlari karsilastirilarak birden fazla timor belirleyici
bantlar tespit edilmis ve degigik bilgisayar karar agaglar olusturularak test

161,169

duyarlihk ve  ozgullikleri  arttirlmigtir Protein  profillerinin
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degerlendiriimesi igin gelistiriimis olan yazilim programlari proteomik

verilerin analizi i¢cin gok onem tasimaktadir.

Klinik proteomik yaklagimlari arasinda SELDI-TOF birgok
kanser tipinin serum esasli saptama ve ayiriminda basarili bir yontem
olarak gorulmektedir. Yapilan c¢alismalar, tim kanser hastalarinda %93-
100 duyarlilik, kontrollerde %91-100 ézgullik (bootstrap cross validation)

gosterdigini ortaya koymaktadir'®®1°.

SELDI esash kutle spektrometre ydntemlerinin prostat
kanserinin erken tanisinda PSA’ya alternatif ve tamamlayici belirleyiciler
kesfedilmesinde ¢ok basarili oldugu konusunda birgok arastirma

bulunmaktadir.

1999 yilinda c¢ip platformunda SELDI sisteminin prostat
kanseri biyobelirleyicileri konusunda serum ve seminal plazmada ¢ok hizli

170 takiben

verimli maliyet etkin sonugclar verebilecedi ile ilgili ¢alismayi
yapilan arastirmalarda birgcok protein hastalik ve saglik kosullarini ayirt
edebilmek icin tanimlanmigtir. Bu izleyen c¢alismalarda da kuitle
spektrometresinin  prostat kanseri tani  ve prognoz takibinde

kullanilabilecegine dikkat cekmistir'’*.

SELDI-TOF’un ilk prostat kanseri biyobelirleyici
saptanmasina iligkin yapilan caligmalardan biri Adam ve ark 167 prostat
kanseri, 77 BPH hastasi ve 82 saglikli kontrolle yapilan arastirmadir'’.
Degerlendirmede olusturulan karar agaclarinin érneklerin %96’sin1 dogru
olarak tanimladigini, algoritmanin korlemesine test sonuglarinda
duyarhihgin %97, 6zgullugun ise %83 oldugunu ortaya koymustur. Ayni
arastirma grubu 3000-5000 Da proteinlerinin intraepitelyal neoplazi ve

prostat kanseri hastalarinda yiiksek miktarlarda oldugunu bildirmislerdir*".
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SELDI-MS ile 386 hasta (98 gec¢ evre prostat kanseri, 99
erken evre prostat kanseri, 93 benign prostat hipertrofisi ve 96 normal
kontrol) Uzerine yapilan c¢alismada kanser ve BPH grubunun normal
kontrol grubundan kolayca ayrilabildigini ancak prostat kanseri ve BPH

ayiriminin dogru olarak yapilamadigi bildirilmistir' ™.

Qu ve ark 2002 yilinda yayinladigi PSA 6zgulliginin prostat
kanseri ve BPH ayriminda yetersiz oldugunu vurguladiklari 386 hastada
yaptiklari ¢alismalarinda (197 prostat kanseri, 93 BPH ve 96 saglkh
birey), prostat kanseri ve kanser olmayan érneklerdeki ayirimin AdaBoost
classifier analiz programi ile %100 duyarliik ve o&zgulluk, Boosted
Decision Tree programi ile %97 duyarlihk ve 0Ozgullukte yapilabildigini

bildirmislerdir*®®.

Grizzle ve ark 2003 yilinda yaptiklari bir kohort ¢alismada
prostat kanseri ve saglikli grup karsilastirilmasi icin kullanilacak serum
protein  parmak izi cikarimasinda  SELDI-TOF'un PSA le
karsilastirildiginda c¢ok yuksek duyarlihk ve ozgullik tasidigini

gostermislerdir'™.

Serumun yani sira doku ornekleri de proteomik yontemlerle
calisiimigtir. Kanserli ve kansersiz doku orneklerinin proteom calismalari,
doku metalloproteinaz inhibitor-1 ekspresyon azalmasi ile hastalik ve
saglik durumlarinin ayrilabildigini ve doku orneklerinin de protein ¢ip kutle
spektrometre sistemi ile kantitatif olarak degerlendirilebilecegini ortaya

koymustur’®.

Pan ve ark. 83 prostat kanseri 95 saglkli kontrol grubunun
degerlendirildigi arastirmalarinda, prostat kanserinde 15000-16000 Da
agirhgr arasinda 4 yukselen dizeyde, 3000-9000 Da agirligi arasinda 14

azalan diizeyde serum proteini bildirmislerdir'’’.
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Protein profilleme ile biyobelirleyici validasyonu dogru olarak
yapildigi zaman hastanin tanisi ve tedavi optimizasyonunun bir¢cok kanser

hastali§ina katkisi olacagi bir baska calisma ile vurgulanmistir™>?.

SELDI-TOF MS ile serum ve doku diginda kan, idrar, seminal
plazma gibi farkli érnekler de calisilabilmektedir'®. Post-prostattik masaj
ile idrar 6rneklerinin Q10, CM10, IMAC30 farkli gipler ve optimizasyon
kosullari ile calisildigi SELDI-TOF MS arastirmasi benign hastalik ve
kanser ayiriminda farkhh oOrneklerin de kullanilabilecegini ortaya

koymustur’®.

Son yillarda yapilan arastirmalarda ise kanser evreleri
arasindaki protein profillerinin de SELDI-TOF MS ile ayirt edilebilecegini
vurgulamaktadir. Gleason skorlari ile tanimlanan agresif olmayan ve olan

prostat kanserleri farkli protein ekspresyonlari gosterilebilmektedir'®.

Kltle spektrometre yontemlerindeki gelismeler de daha
spesifik protein biyobelirleyicilerin kesfedilebilecegini gdstermektedir. Sun
ve ark goreceli ve mutlak kantitasyon igin izobarik igaretleyicilerle
calistiklari proteomik arastirmasinda, periostinin spesifik bir belirleyici
olarak prostat kanseri ve BPH ayirrminda ve tedavi gelismelerinde de

hedef olarak kullanilabilecegini gdstermislerdir'®:.

Bu galisma bildigimiz kadariyla prostat kanseri proteomikleri
konusunda ulkemizde vyapilan ilk arastirmadir. Bu c¢alismanin ilk
béliminde prostat kanseri, BPH ve saglikh kontrol grup serum

orneklerinin protein profilleri SELDI-TOF MS ile incelenmisgtir.
Prostat kanseri olan grupta BPH ve saglikh kontrol grubuyla

kargilastirildiginda ekspresyonlari degisen 7 farkh serum proteini

saptanmigtir. Prostat kanseri grubunda normal serum seviyesinden duguk
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olan 4 ve ylUksek olan 3 tane protein belirlenmistir. Saglikli erkek hastalar
grubuyla karsilastirildiginda prostat kanseri grubunda 6447 Da ve 6628
Da agirhgindaki proteinler serumda diusuk seviyelerde ve 8134 Da protein

yuksek seviyelerde bulunmustur.

Kontrol grubu olarak kullanilan radikal prostatektomi yapilmis
PSA degeri 0 olan bireyler hasta grubuyla karsilastirildiginda prostat
kanseri grubunda 5580 Da ve 6628 Da agirligindaki proteinler serumda
ekspresyonlarinin azaldigi ve 8939 Da protein ekspresyonunun arttigi
belirlenmistir.

PSA ylksekligine sekonder birden fazla biopsi yapilmis ve
prostat kanseri saptanmamigs hasta grubuyla karsilastirildiginda prostat
kanseri grubunda 6428 Da agirhigindaki protein serumda dusuk
seviyelerde ve 4481 Da protein ylksek seviyelerde bulunmustur. Tim bu
proteinler igerisinde tUm hasta gruplari ile karsilastirmada prostat kanserli
hasta grubunda serumda daha dusuk seviyelerde saptanan 6628 Da
agirhgindaki protein ayricalikli  olarak degerlendirilmistir. 6628 Da
agirhgindaki proteinin azalan ekspresyonu Turk toplumunda prostat

kanser biyobelirleyicileri arasinda dikkat ¢ekici bir 6zellik tagimaktadir.

Hastalik ve saglik durumunun ayriimasinda SELDI-TOF MS
etkinligi degerlendirilecek olursa, prostat kanseri, benign hipertrofi ve PSA
0 olan tum hastalikla iligkili gruplar ve saglikli kontrol grubu
kargilastirildiginda hastalikla iligkili gruplarda 2566 Da, 5152 Da ve 6438
Da agirligindaki proteinler serumda ekspresyonunun azaldigi kontrol

grubunda ise arttigr gézlenmigtir.

Bu calismadan elde edilen sonuglar diger arastirmalarin
belirttigi prostat kanserinde 3000-9000 Da arasi azalan protein profilleri ile
uyum goOstermektedir. Ancak benzer araliklarda olsa da Ulkemizdeki

protein profilleri belirtilen diger verilerden toplumsal degisikliklerle iligkili
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oldugunu duasundugumuz farklihklar gostermektedir. Belirledigimiz
proteinler icinde en ayricalikli aday biyobelirleyici oldugunu
dusundugumuz 6628 Da proteini, Yang ve ark bir baska kanser turtinde
kUguk hacreli olmayan akciger kanserinde SELDI-TOF MS ile bir azalan
miktarda olan bir belirleyici olarak bildirmiglerdir'®*. Kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanserinde gecerliligini geriye donuk c¢aligsmalarla ortaya
koyduklari 6628 Da agirhgindaki protein, apolipoprotein C-1 olarak
tanimlanmistir. Engwegen ve ark ise bir bagska calismada 6.6 kDa
agirhgindaki proteini apolipoprotein C-1 olarak tanimlamis ve kolorektal
kanserlerde bir biyobelirleyici olarak saptamislardir'®. Fan ve ark ise 6631
Da proteini tiroid papiller karsinomda aday biyobelirleyici olarak &éne

strmislerdir'®,

Kansere genetik duyarliigin aydinlatiimasi konusunda son
yillarda yogun calismalar gerceklestiriimistir. Uluslar arasi insan Genom
Sekanslama Projesi ve Uluslararasi HapMap Projesi insan genomundaki
lokasyon, kantite ve genetik varyantlarin sikligi ve tipi konusunda ¢ok fazla
miktarda veri saglamistir. Teknolojik gelismeler de daha hizli ve ucuz
genotiplendirme sonuglari sagladikca aday genlerdeki varyantlar ve
kanser riski arasindaki iliskiye yoOnelik ¢ok sayida arastirma

bulunmaktadir*&-187,

Genetik polimorfizmler kanser riski konusunda
yapillan meta-analizler ve havuzlamis analizlerin sonucunda prostat
kanseri ile en ¢ok iligkili gen ve varyant degerlendiriimesi, 4274 olguda AR
geninde CAG21 tekrar varyantlari, 8013 olguda CYP17 rs6892 varyantlari
ve 3038 olguda RNASEL Asp541Glu varyantlari oldugunu ortaya
koymustur'®®>. Uzerinde en cok calisilan bélgelerden biri de PSA geni ve
gen promoter aktivitesini etkileyecek polimorfizmlerin serum PSA diizeyine

etkileri olarak dikkat cekmektedir®.

AR geni 20’nin altinda olan CAG tekrarlarinin prostat kanseri

riskini arttirdigi Ozellikle  Afroamerikan, Kafkasyali ve Yahudi
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populasyonlari gibi kapali toplumlarda yapilan galigmalarda bildirilmigtir.
Ancak farkl calismalarda celiskili sonuglar goézlenmektedir. Kisa CAG
tekrarlarinin prostat kanserinin siddeti ve erken yasta tanisi ile olan iligkisi
saptanirken prostat kanser riski konusunda bir belirleyici olamayacagi
vurgulanmistir®. Price ve ark. 1159 prostat kanseri ve 1353 kontrol grubu
Uzerine yaptiklari calisma ile CAG tekrarlari arasinda herhangi bir anlamli
fark olmadigini ve prostat kanser riskinin 6n goértlmesinde klinik olarak

énemli bir bilgi vermedigini bildirmektedirler'®®.

Calismamizda prostat kanserli hastalarda AR geni ekson
1’deki (CAG tekrar sayisi 17°den dusuk olanlarin sikligi %23.3 ve 17 ve
uzeri CAG tekrar sayisina sahip bireylerin sikligi ise %76.7’dir. Kontrol
grubunda ise CAG tekrar sayisi 17°den dusuk olanlarin siklig1 %27.3 ve 17
ve uzeri CAG tekrar sayisina sahip bireylerin sikhdi ise %72.7’dir. Ancak
hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak bir fark belirlenmemistir
(p>0.05).

PSA ve RNASEL gen polimorfizmleri ile iligkili sonuglar da
celiskiler gostermektedir. -158 ve -252 PSA gen polimorfizmlerinin
incelendigi Japon toplumunda prostat kanser riski ve hastalik
progresyonu, BPH riski ve serum PSA dizeyleri ile iligkisi
gosterilememistir'®. Giiney Brezilya toplumunda yaslari 60 ile 79 arasi
degisen 170 hasta ile yapilan calismada, kisa CAG tekrarlari yanisira PSA
GG genotipinin artmis prostat kanser riski ve timor agresifligi ile iligkisi
bildirilmistir®*. A.B.D.’de 193 olgu, 391 kontrol grubuyla yapilan PSA-252
G/A and -158 G/A SNPs ve AR CAG tekrarlarinin prostat kanser riski ile
iligkisinin incelendigi ¢alismada, -252 G / -158G haplotipleri ve kisa AR
CAG tekrarlarinin prostat kanseri olusma riskini 4 kat, ileri evre kanser

riskini 7 kat arttirdigi gosterilmistir™®?.

PSA/KLK3 geninde tanimlanan -158 G>A (rs266882)
polimorfizmi incelendiginde, hasta grubunda 16 bireyde AA genotipi
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(%36.4), 10 bireyde GA genotipi (%22.7), 18 bireyde GG genotipi (%40.9)
olarak belirlenirken, kontrol grubunda 18 bireyde AA genotipi (%41.9), 16
bireyde GA genotipi (%37.2), 9 bireyde GG genotipi (%20.9) olarak
bulunmusgtur. Hasta grubunda A alleli gorulme sikligi %47.7, G alleli
gorulme sikhgir %52.3 iken, kontrol grubunda A alleli gérilme sikligi %60.5
ve G alleli gérilme sikhgr %39.5 olarak belirlenmigtir. PSA/KLK3 geninin -
158 G>A (rs266882) bolgesinin polimorfik dagihmlari karsilastirildiginda,
prostat kanseri hastalari ve BPH kontrolleri arasinda istatistiksel olarak bir
fark elde edilmemistir (p>0.05).

Calismamizda PSA/KLK3 geninde tanimlanan -252 G>A
(rs4802754) polimorfizmi incelendiginde, hasta grubunda 32 bireyde GG
genotipi (%72.7), 8 bireyde GA genotipi (%18.2), 4 bireyde AA genotipi
(%9.1) olarak belirlenirken, kontrol grubunda 28 bireyde GG genotipi
(%65.1), 13 bireyde GA genotipi (%30.2), 2 bireyde AA genotipi (%4.7)
olarak bulunmustur. Hasta grubunda G alleli gértilme sikligi %81.8, A alleli
gorulme sikhgi %18.2 iken, kontrol grubunda G alleli gorulme sikhg1 %80.2
ve A alleli gérulme sikhgr %19.8 olarak belirlenmigstir. PSA/KLK3 geninin -
252 G>A (rs4802754) bolgesinin polimorfik dagilimlari karsilastirildiginda,
prostat kanseri hastalari ve BPH kontrolleri arasinda istatistiksel olarak bir

fark elde edilmemistir (p>0.05).

Ribonukleaz L kodlayan RNASEL, son yillarda prostat
kanseri ile iligkili genler konusunda Uuzerinde en c¢ok caligilan gen
bolgelerinden biridir. Wie ve ark. 19 olgu-kontrol ¢alismasini inceledikleri
meta-analizlerinde RNASEL Asp541Glu ve Arg462GIn polimorfizmlerinin
prostat kanseri ile iligkisini degerlendirmiglerdir. Analiz sonucuna goére
Ozellikle Kafkas populasyonunda RNASEL polimorfizmleri ve prostat
kanser riski arasinda herhangi bir iliski saptanamazken, alt grup
analizlerinde sporadik prostat kanserinde RNASEL 541GIn allelinin duguk

penetrasyonlu risk faktorii olabilecegini bildirmislerdir'>.
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Meyer ve ark.nin 1286 olgu ve 1264 kontrolle yaptiklari
RNASEL ile prostat kanseri risk ve progresyon iligkisini arastirdiklar
calismada Ozellikle rs12757998 allelinin artmis prostat kanser riski ile
iligkisini ortaya koymusladir. Viral enfeksiyonlarda interferon aracili immun
yanitin bir pargasi olan RNASEL'’in prostat kanser risk baglantisinin da

inflamasyon (izerinden olabilecegini 6ne siirmiislerdir*®.

Mi ve ark.’nin RNASEL polimorfizmleri ve prostat kanser risk
iligkisini degerlendirdikleri 13372 olgu ve 11953 kontrol iceren 14
arastirmayr  degerlendirdikleri calismada R462Q and D541E
polimorfizmlerinin rolinl 6zellikle Afrikali ve Kafkasyali’larda belilemisler

ve sporadik prostat kanserinde de artmis riski saptamislardir'®,

Ulkemizden Gilnes ve ark yapmis olduklari 148 prostat
kanseri ve 136 BPH hasta ve 102 saglikli kontrol grubunda PSA promoter
bolge -158 (G/A) ve 17 hidroksilaz (CYP17 -34T/C) polimorfizmi ile iligki
tek gcalismada, PSA gen promoter varyasyonlarinin prostat kanseri ve
BPH'da, CYP 17 gen polimorfizminin de sadece BPH’da 6nemli rol
oynayabilecegi bildiriimistir'*®. Prostat kanseri ile iliskili oldugu diisiiniilen
farkh gen bolgeleriyle ilgili birgok ¢alisma yapilmistir. Bir bagka Ulkemizden
yapilan benzeri gen bdlgesi 17 hidroksilaz ve 5-a rediktaz |l
polimorfizmleri ve prostat kanseri iligkisinin incelendigi calismada da

herhangi bir anlamli sonug elde edilememistir*®’.

GCahismamizda RNASEL geninde tanimlanan D541E T>G
(rs627928) polimorfizmi incelendiginde, hasta grubunda 14 bireyde TT
genotipi (%31.8), 13 bireyde TG genotipi (%29.6), 17 bireyde GG genotipi
(%38.6) olarak belirlenirken, kontrol grubunda 18 bireyde TT genotipi
(%41.9), 15 bireyde TG genotipi (%34.8), 10 bireyde GG genotipi (%23.3)
olarak bulunmustur. Hasta grubunda T alleli gérilme sikhigi %46.6, G alleli

gorulme sikhgr %53.4 iken, kontrol grubunda T alleli gértulme sikligi %59.3
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ve G alleli gorulme sikhigi %40.7 olarak belirlenmistir. RNASEL geninin
D541E >G (rs627928) bdlgesinin polimorfik dagilimlari
karsilastirildiginda, prostat kanseri hastalari ve BPH kontrolleri arasinda
istatistiksel olarak bir fark elde edilmemistir (p>0.05). Calisilan gen
polimorfizmlerinin daha fazla sayida hasta ve kontrol gruplarinda
degerlendiriimesinin, Turk toplumunun geneli hakkinda daha anlaml

veriler elde edilmesini saglayacagini dugunmekteyiz.

Gen polimorfizmlerinin  aydinlatiimasi  birgok hastaligin
patogenezinin, tani, prognoz takibi ve tedavisinin belirlenmesinde c¢ok
onemli faydalar saglamaktadir. Proteinler ise bir hicrenin fonksiyonel
ciktisidir ve dinamik agin intrensek kismini olustururlar. Hucresel proteom
dinamiktir ve hastalik gelisimini bir parcasi olarak degisik sinyallere degisik
yanitlar olusumun gostergesidir. Bu posttranslasyonel modifikasyonlar,
translokasyon, protein-protein ve protein-ntkleik asit etkilesimleri yoluyla
olusur'®®. Kanser proteomiklerinin énemli bir yénii protein gruplarina

hedeflenebilme ve analiz edebilme ozellikleridir.

Proteomikler kanser c¢alismalarinda genomik esasl
yaklagsimlari tamamlarlar. Erken evre kanserlerin saptanmasi igin
presemptomatik tarama kanserle iligkili mortalite ve tedavi ile iligkili
morbiditeyi azaltir. Bu calismadan elde edilen sonuglar proteomiklerin
kanser erken tanisinda oldukga dogru ve yeni bir yaklasim yaratacagini
ortaya koymaktadir. Genotip ve proteom iligkisinin ortaya konulabilmesi

icin daha genis gruplarda ve daha ileri galismalara gerek duyulmaktadir.
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6. SONUGLAR

Bu tez caligmasinda Turk toplumundaki prostat kanseri
protein profilleri ve prostat kanseri ile iligkili siklikla Uzerinde galigilan gen

polimorfizmleri incelendi.

Calismanin ilk bélimuinde proteom analizi prostat kanseri,
benign hastalik ve saglikli kontrol gruplarina SELDI-TOF MS ile yapildi.
Calismanin ikinci bolimunde vyapilan molekuler genetik analiz ise
Androjen Reseptor (AR), Prostat Spesifik Antijen (PSA) promoter bolge ve
RNASEL gen polimorfizmlerine yénelik gerceklestirildi. Yapilan proteom ve

molekuler genetik analizler sonucunda asagidaki veriler elde edildi.

Calismanin ilk bélimUindeki proteom analizi verilerine gore,

1. Kontrol gruplariyla kargilastirildiginda prostat kanseri olan grupta 7
farkh serum proteini belirlendi (p<0.01) Prostat kanseri grubunda
normal serum seviyesinden dusuk olan 4 ve ylksek olan 3 tane
protein bulundu.

2. Saglikli erkek hastalar grubuyla karsilastirildiginda prostat kanseri
grubunda 6447 Da ve 6628 Da agirligindaki proteinler serumda
dusuk seviyelerde ve 8134 Da protein ylksek seviyelerde bulundu.

3. PSA ylksekligine sekonder birden fazla biopsi yapilmis ve prostat
kanseri saptanmamis hasta grubuyla kargilastirildiginda prostat
kanseri grubunda 6428 Da agirligindaki protein serumda dusuk
seviyelerde ve 4481 Da protein ylksek seviyelerde bulundu.

4. PSA 0 olan hasta grubuyla karsilastirildiginda prostat kanseri
grubunda 5580 Da ve 6628 Da agirligindaki proteinler serumda
dusuk seviyelerde ve 8939 Da protein yuksek seviyelerde bulundu.

5. Prostat kanseri, BPH ve PSA 0 olan tim hastalikla iligkili gruplar ve
saglikh kontrol grubu karsilastirildiginda hastalikla iligkili gruplarda
2566 Da, 5152 Da ve 6438 Da agirhigindaki proteinler serumda
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dusuk seviyelerde kontrol grubunda ise yuksek seviyelerde
bulundu.

Tum bu proteinler igerisinde tum hasta gruplari ile karsilagtirmada
prostat kanserli hasta grubunda serumda daha diguk seviyelerde
saptanan 6628 Da agirhgindaki protein ayricalikli  olarak
degerlendirildi (p<0.001).

Cahgmanin ikinci bolumundeki molekuler genetik analiz verilerine
gore,

AR geni ekson 1 bolgesinde CAG tekrar polimorfizmleri igin 13 ve
22 arasinda farkl tekrar sayilari izlendi. Ancak hasta ve kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak bir fark belirlenmedi (p>0.05).
PSA/KLK3 geni kontrol bolgesinde yer alan -158 G>A (rs266882)
polimorfizmini incelendiginde, hasta grubunda 16 bireyde AA
genotipi (%36.4), 10 bireyde GA genotipi (%22.7), 18 bireyde GG
genotipi (%40.9) olarak belirlenirken, kontrol grubunda 18 bireyde
AA genotipi (%41.9), 16 bireyde GA genotipi (%37.2), 9 bireyde GG
genotipi (%20.9) olarak bulundu. Hasta grubunda A alleli gérilme
sikhgr %47.7, G alleli gorilme sikhdi %52.3 iken, kontrol grubunda
A alleli gorulme sikhdr %60.5 ve G alleli goérulme sikhdr %39.5
olarak belirlendi.

9. PSA/KLK3 geninin -158 G>A (rs266882) bdlgesinin polimorfik
dagilimlan karsilastinildiginda, prostat kanseri hastalari ve BPH
kontrolleri arasinda istatistiksel olarak bir fark elde edilmedi
(p>0.05).

10.PSA/KLKS3 geninde tanimlanan -252 G>A (rs4802754) polimorfizmi
incelendiginde, hasta grubunda 32 bireyde GG genotipi (%72.7), 8
bireyde GA genotipi (%18.2), 4 bireyde AA genotipi (%9.1) olarak
belirlenirken, kontrol grubunda 28 bireyde GG genotipi (%65.1), 13
bireyde GA genotipi (%30.2), 2 bireyde AA genotipi (%4.7) olarak

bulundu. Hasta grubunda G alleli gorulme sikligi %81.8, A alleli
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gorulme sikhgr %18.2 iken, kontrol grubunda G alleli gérilme sikligi
%80.2 ve A alleli gérulme sikligi %19.8 olarak belirlendi.

11.PSA/KLK3 geninin -252 G>A (rs4802754) bdlgesinin polimorfik
dagihmlan kargilagtirildiginda, prostat kanseri hastalari ve BPH
kontrolleri arasinda istatistiksel olarak bir fark elde edilmedi.

12.RNASEL geninde tanimlanan D541E T>G (rs627928) polimorfizmi
incelendiginde, hasta grubunda 14 bireyde TT genotipi (%31.8), 13
bireyde TG genotipi (%29.6), 17 bireyde GG genotipi (%38.6)
olarak belirlenirken, kontrol grubunda 18 bireyde TT genotipi
(%41.9), 15 bireyde TG genotipi (%34.8), 10 bireyde GG genotipi
(%23.3) olarak bulundu (Tablo 14). Hasta grubunda T alleli gériime
sikligi %46.6, G alleli gorulme siklig1 %53.4 iken, kontrol grubunda
T alleli gorulme sikligi %59.3 ve G alleli gorulme sikhgr %40.7
olarak belirlendi (Tablo 14).

13.RNASEL geninin D541E T>G (rs627928) bolgesinin polimorfik
dagihmlan kargilagtirildiginda, prostat kanseri hastalari ve BPH
kontrolleri arasinda istatistiksel olarak bir fark elde edilmedi
(p>0.05).

14.Prostat kanserinde kapali toplumlarda daha siklikla saptanan
polimorfizmler, BPH ile karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli

bulunmadi.

Sonug olarak prostat kanseri kesitsel proteom incelemesinde
Tark toplumuna o6zgu protein profilleri ilk kez belirlenmigtir. Bunlar
arasinda 6628 Da agirligindaki protein ayricalikh olarak dikkat
cekmektedir. Coklu biyobelirleyici c¢alismalari kanser gibi karmasik
patogeneze sahip hastaliklarin erken tani, takip ve yeni tedavi

stratejilerinin belirlenmesinde énemli faydalar saglayacaktir.
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7. OZET

Turk toplumunda prostat kanseri proteom profillerinin ve

androjen reseptor, PSA, RNASEL gen polimorfizmlerinin incelenmesi

Kanserin erken tanisi, kontrol ve onlenmesinde en 6nem
tasiyan basamaktir. Proteom ve genom caligmalari, kanser tanisi, prognoz
takibi ve tedavi planlanmasini aydinlatacak veriler saglamaktadir.
Kanserin proteomik analizi aday biyobelirleyicilerin saptanmasi konusunda

yeni firsatlar sunmaktadir.

Bu calismanin amaci Turk toplumunda prostat kanseri
protein profillerinin proteomiklerle belirlenmesi, Turk toplumuna ait prostat
kanseri serum ¢oklu biyobelirleyicilerin tanimlanmasi ve prostat kanseri ile

iliskili siklikla Gzerinde ¢alisilan gen polimorfizmlerinin incelenmesidir.

Proteom profilleri 47 prostat kanseri, 50 benign prostat
hiperplazisi, 20 PSA 0 prostatektomi sonrasi hasta ve 20 saglikli kisi
serumlarinda surface enhanced laser desorption/ionization time-of-flight
(SELDI-TOF) kutle spektrometresi ile analiz edildi. Molekuler genetik
analiz Androjen Reseptor (AR) CAG tekrarlari, Prostat Spesifik Antijen
(PSA) promoter bolge ve RNASEL gen polimorfizmlerine yénelik yapildi.

Proteom analizi sonucunda kontrol gruplariyla
kargilastirildiginda prostat kanseri olan grupta 7 farkli serum proteini
belirlendi (p<0.01). Prostat kanseri grubunda normal serum seviyesinden
dusuk olan 4 ve yuksek olan 3 tane protein bulundu. 6628 Da agirligindaki
protein ayricalikli olarak degerlendirildi (p<0.001). Yapilan molekuler
genetik analizler sonucunda ise AR geni ekson 1 bdlgesinde (CAG)n
tekrarlari PSA -158, PSA -252, ve RNASEL D541E polimorfizmleri prostat
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kanseri ve benign prostat hiperplazisi kontrol grubunda istatistiki olarak

anlamli bulunmad..

Proteom calismalari ile prostat kanseri igin farkh
biyobelirleyiciler tanimlanmasi mumkun olabilmektedir. Turk toplumu igin
kesitsel de olsa Ozellikle prostat kanserinde yeni bir biyobelirleyici (6628
Da) dikkat cekmektedir. AR geni CAG kisa tekrarlari, PSA promoter boélge
ve RNASEL D541E polimorfizmlerinin prostat kanser riski ile iligkisi
konusunda anlamh bir sonu¢ elde edilememigtir. Proteom ve genotip
iligkisinin ortaya konulabilmesi icin daha ileri c¢alismalara gerek
duyulmaktadir. Bu galismadan elde edilen sonuglar proteomik ¢aligmalarin
kanser erken tanisinda oldukga dogru ve yeni bir yaklagim yaratabilecegini

ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Prostat kanseri, proteom, genetik polimorfizm, SELDI-
TOF MS, biyobelirleyici
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8. SUMMARY

Investigation of proteome profiles and androgen
receptor, PSA, RNASEL gene polymorphisms related to prostate
cancer in Turkish population

The early detection of cancer is crucial for its ultimate control
and prevention. Proteome and genome studies provide data and new
insights into cancer diagnosis, following the prognosis and treatment
plans. Proteomic analysis of cancer provides new opportunities to

identification of candidate biomarkers.

The aim of this study is to determine protein profilles of
prostate cancer patients in Turkish population, identify multiple biomarkers
in serum and investigate related frequent gen polymorphisms in prostate

cancer.

Proteom profilles were analyzed for 47 prostate cancer, 50
benign prostate hiperplazi and 20 post prostatectomy PSA value 0
patients and 20 healthy control group by surface enhanced laser
desorption/ionization time-of-flight (SELDI-TOF) mass spectrometry.
Molecular genetic analysis were carried out towards the polymorphisms of
Androgen Receptor (AR) CAG repeats, Prostate Specific Antigen (PSA)
promoter region and RNASEL gene.

Seven serum differential proteins were identified in the PCa
group compared with the control groups (P < 0.01) in proteome analysis.
There were 4 proteins at the lower serum level and 3 proteins at the higher
serum level in the PCa group. 6628 Da was evaluated as special and
privileged for prostate cancer (p<0.001). According to the molecular

genetic analysis there were no statistical difference between prostate

92



cancer and benign prostate hyperplasia groups due to the polymorphisms
of (CAG)n repeats in AR gene ekson 1 region. PSA -158, PSA -252 and
RNASEL D541E.

It is possible to identify different biomarkers for prostate
cancer by means of proteomic studies. In this sectional study, a new
serum biomarker (6628 Da) of PCa for Turkish population is remarkable.
The results show that there is no significant relationship between AR gene
short repeats and polymorphisms of promoter region of PSA gene and
RNASEL D541E. Further studies should be performed to clarify the
proteome and genotype association. Results obtained from this study
show that proteomic researches will provide a highly accurate and
innovative approach for the early diagnosis of cancer.

Key words: Prostate cancer, proteome, genetic polymorphism, SELDI-
TOF MS, biomarker
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