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11 GIRIiS VE AMAG

Prostat kanseri, erkeklerde en sik gorulen kanser olup, kanserin yol
actigl 6lum nedenleri arasinda akciger ve kolon kanserlerinden sonra uguncu
sirada yer almaktadir (3). Gelismis Ulkelerde 6nemi gittikgce artan bir saglik
problemi haline gelen prostat kanseri, 55 yas ve Uzeri olan erkeklerde
kansere bagli dlimlerin yaklasik % 9’ undan sorumludur. Bununla beraber,
prostat kanseri insidansi ve mortalitesi irksal ve etnik gruplar arasinda, ve
ulkeden ulkeye cok farkhliklar gostermektedir (142, 167).

Prostat kanserinin klinik onemi ve yuksek yayginligina ragmen, esas
ortaya ¢ikis nedenleri, gelisimi ve ilerlemesine temel olusturan molekuiler
mekanizmalar daha tam olarak aydinlatilamamistir (56, 216). Prostat
kanserine kargl yaklagim, genellikle ila¢ kullanimi ve biyokimyasal duzeyde
klinik arastirmalar ile sinirli kalmaktadir. Ancak, multidisipliner yaklagim ile
ele alinmasi gereken prostat kanserinde genetik ve molekuler biyoloji gittikce
onem kazanmaktadir.

Etiyolojik olarak cesitli cevresel ve genetik faktorleri igeren
multifaktoriyel bir hastalik olmasina karsilik, simdiye kadar prostat kanserinin
bu faktorler ile arasindaki etkilesimi daha tam olarak ortaya konulamamistir
(131, 142). Hastaligin gelisiminde etnik 6zelliklerin yaninda ileri yas, yasam
tarzi, beslenme, bozulmus androjen metabolizmasi, cevresel faktorler ve
genetik faktorleri gibi birkag risk faktord tanimlanmistir (58, 303). Mutasyon
ve polimorfizmler, DNA’ da kalici degisiklikler olusturmalarina karsilik,
epigenetik degisimler DNA dizisinde degisiklik meydana getirmeyen, fakat
gen ifadesinin kalici degisikliklerini olusturup, ilerlemesine neden olan

degisimlerdir (307).



Prostat kanseri ile iligkilendiriimis genlerden bir tanesi testiste, adrenal
bezde, insan epitel dokusunda, pankreasta ve diger pek ¢ok dokuda ifade
edilen Glutatyon S-Transferaz P1 (GSTP1) dir (65, 83). GSTP1 genomda
11913’ de lokalizedir, ve glutatyon konjugasyonu vasitasiyla karsinojenler ve
sitotoksik ilaclar gibi elektrofilik bilesiklerin detoksifikasyonunu gergeklestiren
glutatyon S-transferaz (GST) enzimlerinin sUper gen ailesi Uyelerindendir
(319). Bu enzimlerin, DNA’ yI oksidatif hasardan korunmada da énemli bir rol
oynadiklarina inanilmaktadir (53, 142). GSTP1 geninin 5. eksonundaki 313.
pozisyonundaki Adenin nukleotidinin Guanin’ e transisyonu sonucunda, 105.
kodonundaki izolésin aminoasidinin Valin’ e (1105V) degistigi yaygin bir
polimorfizmi bilinmektedir. GSTPT in bu tek nukleotid polimorfizmi
fonksiyoneldir; azalmis enzim aktivitesine neden oldugundan, daha az etkili
detoksifikasyonla kendini gosterir (110, 284, 319). Prostat kanseri ile iliskisi
tartismali olmakla birlikte meme (198, 271), agiz (265), mesane (267, 285),
akciger (155) ve over (264) kanserleri, ile astim (117) ve endometriyozis (52,
129) ile iliskilendirilmigtir.

GSTP1’in prostat kanserine yatkinlik kazandirdigi kesinlesmis olan bir
baska degisikligi ise promoter bodlgesinin hipermetilasyonu sonucu inaktive
olmasidir. Hipermetilasyona bagli GSTP1 inaktivasyonu, hicrelerin oksidatif
DNA hasarina kargi hassasiyetlerinin artmasina ve DNA baz bilesimlerinin
birikmesine bagli olarak tumoér hicresinin bagska genetik degisiklikleri
kazanmasina neden olabilmektedir (18, 140, 141, 211). GSTP1 geninde
g6zlenen bu epigenetik modifikasyon prostat kanseri disinda (29, 170, 197)
mesane (36), bobrek (71), meme (74), karaciger (281), mide (169) ve akciger

(72) kanserleri ile de iligkilendirilmigtir.



Bu caligmada, prostat kanseri ile iligkisi tam olarak belirlenmemis olan
GSTP1 lle105Val gen polimorfizminin, Turk populasyonunda bir risk faktorG
olusturup olusturmadiginin arastirilmasi amaclanmistir.  Bunun yaninda,
promoter bolge hipermetilasyon degisikliklerinin klinik olarak hastalik daha
tam ortaya ¢cikmadan 6nce basladiklari bilindiginden, GSTP1 promoter bolge
hipermetilasyonu prostat kanseri hastalarinin erken tanisinda faydali bilgiler
verip vermeyecegi de arastirilmak istenmistir. Bdylece, ailesinde prostat
kanseri dykusu bulunan bireyler daha az invazif olan bu yontemle rutin olarak
taranabilineceklerdir, ve erken tani ile kanserin seyri kontrol altina
alinabilinecektir. Calismanin sonunda, GSTP71 gen polimorfizminin ve
hipermetilasyonunun birlikte prostat kanseri gelisimi Uzerinde nasil bir etki

yarattiklari irdelenecektir.



Il. BOLOM

1.2 GENEL BILGILER

Kanser, genetik ve epigenetik degisiklikler sonucu tumor supresor
(baskilayici) genleri inaktif ve onkogenleri aktif hale getiren karmasik bir
hastaliktir (154). Hanahan ve Weinberg kanser hucre fenotipinin niteligini
aciklayan alti temel 6zelligi tanimlamislardir: Bunlar,

1. BuyUme sinyallerine karsi duyarsizlik
2. Devamli proliferasyon

3. Apoptozdan kurtulma

4. Anjiyogenez 6zelliginin kazaniimasi
5. Doku invazyonu

6. ve Metastaz olusumudur (63).

Kanser patolojisindeki en 6nemli konu iyi (benign) ve kotu (malign)
huylu tamorleri birbirinden ayirt edebilmektir. Benign tumorler c¢evredeki
dokuya veya vicudun uzak bdlgelerine yayilmazlar ve etraflari bag dokusu
ile kusatilmistir. Buna kargilik malign timaorler hem ¢evredeki normal dokuya,
hem de kan ya da lenfatik sistem aracihigiyla vicudun diger bdlgelerine
yayilarak metastaz olustururlar.

Kanser vucutta yer alan herhangi bir hicrenin anormal ¢ogalmasi
sonucu ortaya cikabileceginden gerek davranis, gerekse tedaviye cevap
yonunden o6nemli Olgclide degisiklik gosteren c¢ok fazla sayidaki tira
mevcuttur. Urogenital kanserler % 17,5 orani ile erkeklerde gorilen kanser
siralamasinda ilk sirada yer alirlarken, kadinlarda meme ve sindirim sistemi
kanserlerini takiben Uglunclu sirada yer almaktadirlar (3). Erkeklerde

urogenital kanserlerden en sik gozlenen prostat kanserinin, gen mutasyonlari



ve polimorfizmlerin yaninda epigenetik degisikliklerle de iliskili oldugunun
aciklanmasindan bu yana, hastaligin esas nedenlerini aydinlatmaya yonelik
calisiimalara hiz verilmistir.

1.2.1 PROSTAT KANSERI

Urolojik hastaliklarla ilgili ilk yazili bilgiler M.O. 1550 yilinda eski bir
Misir papirisu Uzerindeki mesane ve bobrek taslarina kadar dayanmaktadir.
Prostat bezi ise ilk kez italyan hekim Niccolo Massa tarafindan tanimlanmistir
ve Yunanca’ da "6nceden hazirlama” anlamina gelmektedir.

16. yuzyll Avrupa’ sinda unli Fransiz cerrahi Ambroise Pare
mumyalanmig kadavralar Uzerinde yeni tibbi teknikler denemis ve prostat
bezini mesaneden ayri bir organ olarak tanimlayan ilk kisi olmustur. Meninin
olusturulmasini saglayan organlar ve ejakulasyon kanallariyla prostat bezinin
arasindaki baglantiy1 detaylandirmig, ejakulasyon esnasinda nasil galistigini
aciklamistir. Caligsmalari, prostat fonksiyonlarini anlamamizda buyuk katkilar
saglamistir (85).

Prostat kanseri ilk kez 1817 yilinda doktor George Langstaff tarafindan
tip literatirinde tanimlanmigtir (168) ve prostat ilk kez 1904 yilinda Johns
Hopkins Hastanesi’ nde ¢alisan Young adindaki bir cerrah tarafindan cerrahi
olarak radikal perineal prostatektomi ile gikariimistir. Bu teknik sonralari, 40
yas erkekler igin operasyonla hastaligin yarattigi yan etkileri azaltmak amaci
ile kullaniimigtir; fakat, neredeyse tim hastalar ameliyat sonrasinda cinsel
islevlerini yitirmiglerdir. 1945 yilinda Millin, radikal retropubik prostatektomiyi
ilk kez uygulamis ve bu metot, 1983 yilinda Walsh tarafindan erkegin cinsel
iktidarini devam ettirebilmesi icin modifiye edilmigtir. 1941 yilinda Charles

Brenton Huggins, ilerlemig prostat kanserli hastalarda androjen hormonunun



kan dolagimindan uzaklastirilmasi i¢in  orgiektomi  operasyonunu
uygulamigtir. Oral 0&strojenlerin prostat kanserli hastalarin tedavisinde
kullaniminin Gzerinde yine iktidarsizliga neden oldugu rapor edilmistir. 1966
yilinda prostat kanserinin hormonal tedavisi ile ilgili yeni caligmalari ile
Huggins Fizyoloji ve Tip alanindaki Nobel éduline layik géralmustar (9, 238).

Prostat kanserinin tani ve tedavisinde en buyuk ilerlemeler 1980’ li
yillarin ortalarindan itibaren saglanmistir. Ozellikle 1990" Ii yillardan beri
gelistirilen yeni testler ve prostat kanseri tedavisindeki c¢arpici degisiklikler,
prostat kanserinin evresi ve bu hastaliga bagh o6lium oranlar ile
iligkilendirilmistir. Prostat kanserinin tedavisinde yasanan bu gelismelere
karsin hastaligin gelisimine yonelik arastirmalar yetersiz kalmigtir. Prostat
kanserinin erken teshisi ve uygun tedavisi icin yeni ve daha iyi ¢ézUmlerin
olusturulmasinda molekller arastirmalara yer verilmesinin  geregi
vurgulanmistir.
1.2.2 PROSTAT KANSERININ EPIDEMiYOLOJiSi

1.2.2.1 INSIDANS VE OLUM ORANI

Prostat kanseri dinya ¢apinda en sik gorilen kanser olmasi nedeniyle
bircok llkede dnde gelen bir saglik problemidir (220). Diinya Saghk Orgitiy’
ne (World Health Organisation, WHQO) goére, 2006 yillinda Amerika’ da
234.468 erkekte prostat kanseri teshis edildigi ve 27.350 kiginin de bu
hastaliktan 6ldugu rapor edilmistir (3).

Genel olarak prostat kanseri yavas ilerleyen bir tumaordur ve klinik seyri
cogunlukla 10-20 yillik bir zaman dilimine yayilir. Prostat kanseri olgularinin
~% 11’ i kolaylikla anlagiimaktadir ve yalnizca % 3’ U bu hastaliga bagli

olarak dlmektedir (252).



1.2.3 PROSTAT KANSERININ ETiYOLOJiSi

Prostat kanser gelisiminin temelini olusturan nedenler buyuk olgude
gizli kalmaktadir; gunku, hastalik heterojendir ve buyuk bir olasilikla gevresel
ve genetik faktorler arasindaki kompleks etkilesimleri yansitmaktadir.

Prostat kanseri etiyolojisinin buyuk bir oraninin bilinmemesi gercegine
ragmen, gelisiminde irksal ve etnik farkliliklar, ileri yas, sigara ve alkol
kullanimi, beslenme, ile aile dykusu (kaltsal yatkinhk) gibi genetik temelli
bazi risk faktorleri tanimlanmistir.

1.2.3.1 IRKSAL VE ETNIiK FARKLILIKLAR

Prostat kanserinin insidansi, irklar ve etnik gruplar arasinda gesitlilik
gosterir; Cin ve Asya’ nin diger kesimlerinde yasayan sari irktaki erkeklerde
en dusuk oranda gorllirken beyaz irktaki erkeklerin yaygin olarak
yasadiklar iskandinavya, Amerika ve Kanada gibi (lilkelerde daha ylksek
oranda goérulmektedir (30). Ayni zamanda, prostat kanserine bagli 6lum
oranlari da en yiksek iskandinavya ve Karayip Adalarinda iken; Cin,
Japonya ve eski Sovyetler Birligi Ulkelerinde en dusik oranlarda gézlenmesi
sebebiyle dinya ¢apinda degdiskenlik gostermektedir (7). Pek ¢ok etnik grubu
iceren topluluklar ile yapilan bir ¢alismaya gore, Afrika kokenli Amerikall
erkeklerin beyaz irktan olan Amerika’ i erkeklere oranla prostat kanserine
yakalanma risklerinin iki katdan fazla oldugu gézlenmistir (161). Prostat
kanseri yayginhginin, Amerika’ ya go¢ etmis Japon erkeklerde Japonya' da
yasayan Japon erkeklere gore de arttigi goézlenmis ve etnik farkliliklarin
yaninda gevresel risk faktorlerinin de prostat kanseri gelisimi Uzerinde ¢ok

fazla katkisi oldugu aciklanmistir (45, 261).



1.2.3.2 YAS

Prostat kanserinin yagla ¢ok kuvvetli bir iligkisi bulunmaktadir. Prostat
kanserli tim hastalarin % 70’ inden daha fazlasi 65 yasindan sonra teshis
edilmektedir (7). Bircok diger organ kanserinde belirli bir yasta insidans
belirgin olarak artarken; prostat kanserinde belli bir yas araliginda insidansin
artmasindan ziyade, yasin artisina paralel olarak insidansda bir ylukselme
gorilir. Ozellikle, 50 yasindan sonra insidans neredeyse katlanarak
artmaktadir. 50 yasindaki bir erkegin yasami boyunca latent prostat
kanserine yakalanma riski % 40, manifest prostat kanseri (klinik olarak belirti
veren) teshis edilme riski % 9,5 ve bu kanserden 6lme riski ise % 2,9 olarak
hesaplanmaktadir. Bu da gdstermektedir ki, prostat kanserlerinin blyuk
cogunlugu oldukc¢a selim ve yavas seyirli olmakla birlikte bunlarin yaklasik %
20' si klinik olarak tespit edilebilmekte ve % 6' si1 6lumcul olmaktadir. 40 yasin
altinda prostat kanseri gelistirme riski 1/10.000, 40 -59 yas arasinda 1/103 ve
60-79 yas arasinda 1/8’ dir. Hastaligin teshis edilmesinde ortalama yas 71 ve
olim yasi 78’ dir (111).

1.2.3.3 SIGARA VE ALKOL KULLANIMI

Prostat kanseri olusumunda sigara kullaniminin roli tam olarak
belirlenememigtir ve bu nedenle ¢ok acgik degildir; birgok galisma, prostat
kanseri gelisimi ile sigara kullanimi arasinda bir iligki olmadigini
g6stermektedir (125). Bununla birlikte, isve¢ ve Amerika’ da kalabalk
topluluklarla yapilan ¢alismalarda gelismekte olan prostat kanseri i¢in sigara
kullaniminin édnemli bir risk faktéri oldugu gdsterilmistir (2, 34,124). Prostat
kanseri riski, fazla sigara kullanan, yuksek beden kitle indeksine sahip

erkekler arasinda 2-3 kat artmaktadir (124, 257) . Sigara kullanimina benzer



sekilde, alkol tuketiminin de prostat kanseri icin muhtemel bir risk faktori olup
olmadidi konusunda tartismalar bulunmaktadir (14, 28); yapilan bazi
calismalarda prostat kanseri ile alkol arasinda iligkili oldugu gosterilmektedir
(229, 254, 256), diger bazi ¢alismalarda ise alkol kullaniminin prostat kanseri
gelisiminde bir risk teskil etmedigi bulunmustur. Ancak alkol, bagisikhgin
baskilamasini, kanserojen metabolitlerin aktivasyonunu veya plazma seks
hormon seviyesi Uzerinde etki yarattigindan, prostat kanseri gelistirme riskini
etkileyebilmektedir (254).

1.2.3.4 BESLENME

Japonya gibi beslenmelerinde yag orani dusuk, soya agirlikli
yiyecekleri tercih eden Ulkelerde prostat kanseri daha az goértlmektedir.
Japon erkekler Amerika’ ya go¢ edip, et ve patates agirhkh bati tarzi
yiyeceklere gegince, prostat kanseri oraninin hemen yukseldigi ve bir sonraki
kusaklarda insidansin daha da arttigi gézlenmektedir. Bu tur veriler, yag
orani ylksek besin tiketiminin prostat kanseri ile baglantili oldugunu
kanitlamaktadir.

Kilo fazlahgi prostat kanserli erkeklerin durumunu ciddi sekilde
etkilemektedir. Son zamanlarda yapilmis olan genis bir arastirmada, prostat
kanserinden kaynaklanan 6lum oraninin beden kitlesiyle dogru orantili olarak
arttig1 gosterilmistir. Kilo fazlaligi olanlarin kilo-boy orantilari normal limitler
icinde olan hastalarla karsilastirildiginda, 530-kat daha fazla olum riski
tasidiklar saptanmistir (303) .

Hormonlar da prostat kanseri gelisiminde rol oynamaktadirlar. Viucutta
bulunan artmig testosteron duzeyinin prostat kanseri ile iligkili oldugu

kanittanmigtir. Hayvansal yaglardaki kolesterol, bir enzimin etkisiyle
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testosterona donusebilir ve bodylece ortalamanin Uzerinde bir miktarda
uretilebilir (305).

Selenyum ve antioksidanlardan yoksun bir beslenme, prostat kanseri
riskini arttirabilir. Meyve ve sebzelerden zengin bir beslenme ise hastaligin
olusumunu 6nlemede yardimci olabilir.

Bircok calismada domates Urlnlerinin ylksek tluketiminin, gelismekte
olan prostat kanser riskini azaltmasi ile iligkili oldugu godsterilmistir (88).
Bunun acgiklamasi, domatesin yuUksek seviyede likopen igermesi ve
karotenoidin anti-oksidatif 6zellige sahip olmasi seklinde verilmektedir.
Vitamin E ve D, selenyum ve ¢inko gibi diet ile ilgili diger koruyucu faktorler
halen daha tartisiima konusudur (35, 260).

1.2.3.5 GENETIK YAPI

Genetik yapinin énemi, etkilenen 1. derecedeki akrabalar ve onlarin
prostat kanseri teghis yaslari ile prostat kanseri gelisme riski arasindaki lineer
iliskiden dolay! ortaya g¢ikmistir. ikiz calismalari ve genetik dispozisyon ile
daha ileri destek bulmustur.

Prostat kanseri riskinin aile i¢i arttigi gosterilmistir. Babalarinda ya da
erkek kardeslerinde prostat kanseri olan erkeklerin bu kansere yakalanma
risklerinin oldukg¢a yUksek oldugu go6zlenmistir. Ayrica, prostat kanserindeki
teshis yasi dustikce kardeslerde ya da ailenin diger erkek bireylerinde
prostat kanserine yakalanma riskinin de arttigi gosterilmistir. Bu rolatif riskin,
70 yasinda prostat kanserine yakalanmis olan bir aile fertine akraba olan
erkekte 4 kat oldugu gosteriimesine karsin, ayni risk 60 yas icin 5 kat, 50 yas

icin ise 7 kat olarak hesaplanmigtir (176).
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Prostat kanseri kalitsal ve sporadik, yani herediter ve herediter
olmayan prostat kanseri seklinde iki sinifta incelenebilinmektedir.

1.2.3.5.1 HEREDITER PROSTAT KANSERI

Prostat kanserinin ~% 10’ unun genetik gecisli olduguna
inaniimaktadir. Prostat kanserinin genetik bir komponentinin olduguna dair
bulgular, epidemiyolojik ve genetik c¢alismalarin yapilmasini gerekli
kilmaktadir. Prostat kanseri gelisimine yatkinlik olusturan bazi ylksek riskli
genler tanimlanmigtir (293). Bu genlere 6rnek olarak, kromozom 1q24-25
uzerindeki HPC 1 (262), Xq27-28 de yer alan ( X' e bagli gegis ile) HPC X
(310), 17921 Uzerindeki BRCA 1, 13912’ de yer alan BRCA 2 (66), 11p36
uzerindeki CAPB (87), 1q42.2-43’ de yer alan PCAP (20) ve son dénemlerde
17p kromozomu Uzerindeki ELAC2/HPCZ2 (279) verilebilir; bu genlerin
yaninda prostat kanseri ile iligkili birgok gen daha tanimlanmis ve hepsi Tablo
1" de Ozetlenmigtir. Mutasyonlu halleri yuksek penetransa sahip olan bu
genler ile prostat kanseri arasindaki iligki, prostat kanserinin karmasik ve
multigenik kalitima sahip oldugunu gostermektedir (293).

1.2.3.5.2 HEREDITER OLMAYAN (SPORADIK) PROSTAT
KANSERI

Prostat kanseri % 90 olguda sporadik olarak gelismektedir. Genellikle
dusuk penetransa sahip gen polimorfizmlerinin, ¢evresel faktorlerle birlikte
prostat kanseri geligimi igin yatkinlik kazandirdiklari durumlar bunlardir.

Prostat kanserinin seyri ile iligkili genetik degisiklikler, normal hicre
bdylmesi kontrolunl saglayan mekanizmalardan, timoér baskilayici ve

apoptozu saglayan mekanizmalara kadar genis bir alanda etki gosterebilirler.
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Heterozigozitenin kaybi ile ilgili c¢alismalarda, belli kromozomal
delesyon sahalarinin ortaya ¢ikarilmasi ile kromozomlarda (8p, 10q, 13q,
16q, 17p ve 18q) potansiyel timor supresor genler belirlenmigtir. Prostat
kanseri ile iligkili bazi tumor supresor genlerin yaninda diger iliskili genler
Tablo 1’ de 6zetlenmisgtir.

DNA’ daki baz dizisi degisiklikleri mutasyon olarak tanimlanir.
Mutasyonlar bir gen bdlgesinin disinda olusabildikleri gibi, gen bdlgesinin
icinde de meydana gelebilirler ve aminoasit sirasini ve/veya kodlanan
aminoasidi degistirebilirler. DNA baz dizisindeki degisiklikler her zaman ciddi
bir hastaliga neden olmazlar; ¢ogu zaman bir populasyondaki genetik
varyasyonlari olustururlar. Eger belirli bir genetik varyasyon toplumda % 1'
den daha sik goruluyorsa polimorfizm’ den soz edilir.

1.2.3.6 POLIMORFIiZMLER

Mendelian kalitim ile ylksek penetransa sahip genlerin neden
olmadidi sporadik prostat kanseri, gevresel faktorler nedeniyle olugsmaktadir;
fakat, daha yaygin olarak genetik varyasyonlar nedeniyle, yani dusik
penetransli genler veya gen polimorfizmleri nedeniyle gelismektedir (226).
Polimorfizmler, genelde populasyonda vyiksek frekansta meydana
geldiklerinden prostat kanseri gelistirme riski Uzerine ylksek etkiye sahip
olabilirler. Birgok aday gendeki polimorfizmler prostat kanseri ile iliskili olarak
incelenmistir. Bunlardan bazilari Glutatyon S-transferaz P1 (GSTP1) (234),
Glutatyon S-transferaz T1 (GSTT1), Glutatyon S-transferaz M1 (GSTMT)
(233), Androjen reseptor (AR), 5 alfa-reduktaz tip Il (SRD5A2) (206), 17-
hidroksilaz sitokrom p450 (CYP17), Sitokrom P450 3A4 (CYP3A4) (172),

Vitamin D reseptdr (VDR) (128), Prostat Spesifik Antijen (PSA) (89), insiilin
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benzeri biyume faktora (IGF-I) (40,) ve IGF baglayici protein 3 (/IGFBP-3)
deki polimorfizmlerdir.

Tablo 1: Prostat Kanserinin Baglangici ve Gelisiminde Etkili Olan
Genler (10)

Gen Fonksiyonu Referans
Aktivite Azalmasina Neden Olan Mutasyonlar
MS Anti-enfeksiy0z, ‘scavenger’ Angelo et al.2003.
receptor
RNASEL Apoptoz Carpten et al. 2002.
ELAC2 Metale bagli hidrolaz Wang L et al. 2001, Suarez et al.2001
Heterozigositenin Kaybi ve Nokta Mutasyonu
PTEN Hiicre yasaminin devami ve Wang Sl et al. 1998, McMenamin et.a/
cogalmast 1999.
TP53(p53) Hiicre yasaminin devami ve

- e Navone et al. 1993.
cogalmasi , genomun stabilitesi

Heterozigositenin Kaybi ve Tek bir alelin kaybina bagh yetersizlik (Haploinsufficiency)

NKX3-1 .. - Bhatia-Gaur et al.1999, Bowen et al
Hiicre farklilagmasi ve ¢ogalmasi

2000.
CDKNI1B(P27KIP1) Hiicre gogalmasi Cote RJ et al. 1998.
Nokta Mutasyonlar:
COBEP (KLF6) Transkripsiyon diizenleyici Narla et al.2001.
AR Hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasi Angelo et al.2003.
Amplifikasyon
AR Hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasi Angelo et al.2003, Visakorpi T..2003.
Protein ve mRNA Seviyesinde ifade Edilen Genler
hTERT Hiicre immortalite Angelo et al.2003.
HPN Transmembran proteaz Angelo et al.2003.
FASN Yag asidi sentezi Angelo et al.2003.
AMACR Yag asidi metabolizmasi, dalli zincir ~ Angelo et al.2003.
EZH2 Transkripsiyon baskilayici, hiicre Angelo et al.2003.
cogalmast
MYC Hiicre ¢ogalmasi Sato et al. 1999, Meng ef al. 2002
BCL2 Hiicre yagaminin devami DiPaola et al. 2001
Prostat Kanseri Riskini Etkileyen Polimorfizmler
AR Hiicre cogalmasi ve farklilagmasi Angelo et al.2003, William et al. 2003
CYPI17 Androjen metabolizmasi Angelo et al.2003, William ef al. 2003
SRD5A2 Androjen metabolizmasi Angelo et a/.2003, William et al. 2003

Tablo1’ deki kisaltmalarin agiklamasi:

MSR1 (macrophage scavenger receptor 1),RNASEL (ribonuclease L), ELAC2 (elaC
homolog 2), PTEN (phosphatase and tensin homolog), TP53 (p53)( p53 tumor
suppressor), NKX3-1 (NK3 transcription factor related, locus 1), CDOKN1B (P27KIP1) (cyclin-
dependent kinase inhibitor 1B), COBEP (KLF6) (core promoter element binding protein), AR
(androgen receptor), hTERT (human telomerase reverse transcriptase), HPN (hepsin,
transmembrane protease, serine 1)), FASN (fatty acid synthase)) AMACR (alpha-
methylacyl-CoA racemase), EZH2( enhancer of zeste 2), MYC (v-myc myelocytomatosis
viral oncogene homolog), BCL2 (B-cell CLL/Alymphoma 2), CYP17 (cytochrome P450,
subfamily XVII, steroid 17-alpha-hydroxylase), SRD5A2 (steroid 5-alpha-reductase 2)
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1.2.3.7 EPIGENETIK DEGISIKLIKLER

Epigenetik degisiklikler, DNA dizisindeki bazlari ve baz sirasini
degistirmeyen fakat gen ekspresyonunu etkileyen ve kalitim yoluyla
kalitilabilen degisiklikler olarak tanimlanmaktadir (307). DNA metilasyonu igin
hipo- veya hipermetilasyon, histon modifikasyonlari icin asetilasyon veya
deasetilasyon epigenetik dedisikliklere o6rnek olarak verilebilir. Bu
degisiklikler, kanser gelisiminde ve iyi huylu bir timdrtn kétl huylu bir timaore
doénusmesinde rol oynamaktadirlar (175). Birgok gen promoteri, CpG adalari
olarak bilinen CG dinukleotidlerince zengin bolgeleri igcermektedirler. Bu
bdlgelerde meydana gelen olagan disi metilasyon degisiklikleri, kromozomal
instabiliteye ve transkripsiyonel gen susturulmasina sebep olabilirler. GSTP1
geninin ekspresyon kaybi prostat kanserinde sik goérlilen bir bulgudur ve
GSTP1 susturulmasi direkt olarak promoter bdlge hipermetilasyonu ile
iliskilendirilmistir (138, 170). Prostat kanserinde hipermetillenmis olarak
bulunan genler ile ilgili birgok yayin bulunmaktadir (Tablo 5 ve 6); ancak,
potansiyel olarak vyararli tek belite¢ olan GSTP171’ dir; c¢lunkl, prostat
kanserinin belirlenmesinde yeterli 6zgulliik ve duyarliliga sahiptir.
1.2.4 PROSTAT KANSERININ FiZYOLOJiSi VE HISTOPATOLOJiSi

Geng¢ bir erkegin normal prostat bezi yaklasik olarak 4x3x3 cm
Olcllerinde ve Uretranin etrafini saran mesanenin hemen altinda lokalizedir.
Prostat anatomik olarak periferik (peripheral zone, PZ), santral (central zone,
CZ), transisyonel (transition zone, TZ) ve anterior fibromuskular stroma

olmak Uzere dort boélgeden olugsmaktadir (Sekil 1) (193).
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Anterior
Fibromuskular

Seminal Vezikiil Stroma

\

Ejakulat

kanal _—fVerumontanum

Transizyonel Bolge [
Santral Bélge

Periferik Balge Uretra

Sekil 1: Prostat Bezinin Bolgeleri. Yesil renk ile gésterilen kisim
transisyonel bélge, mor renk ile gésterilen kisim santral bélge ve mavi renk ile

gosterilen kisim periferik bolgedir.

Periferik bolge prostatin yaklasik olarak % 70’ ini olusturan en buyuk
bolgesidir (194). Bu alan, prostatin iyi huylu hiperplastik nodullerinin
(prostatic intraepithelial neoplasia, PIN) c¢odunun ve kanserlerin en sik
goruldugu alandir (192). Santral bolge, prostat hacminin % 25’ ini olusturur
ve PZ ve TZ' den histolojik olarak farklidir; gogunlukla hastaliktan daha az
etkilenmektedir (242). Transisyonel bodlge ise normal prostat hacminin en
kUguk kismini olusturmaktadir ve prostatin yaklasik % 5’ i civarindadir.

Prostat, fibromuskuler stroma ve sonunda uretra igine bosalan bezlerin
salgilarini akittiklari kanalda dallanan bir¢ok bezden olusur. Her salgi bezine
ait asinusun igini vlcutta sivi madde olusturan liminal epiteliyal hucreler,
bazal hiucreler ve yayillmis néroendokrin hiucreler kaplamaktadir. Prostatin g
bolgesinde de bazal ve sivi madde olusturan hicrelerle birlikte, salgl bezine
ait asinus ve salgisini akittigi kanal bulunmaktadir. Bazal hucre tabakasinin,
epitelyal prostat hacreleri igin bir kok hucre populasyonunu igerdigine

inaniimaktadir (242). Stroma kismi duz kas hucreleri, fibroblastlar ve
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endoteliyal hlcreleri icermektedir. Stroma ve epiteliyal etkilesim tam olarak
anlagilamamistir; ancak, prostat kanserinde stroma, prostatin gelisiminde
prostatik epiteliyal hiicrelerin farklilagsmasinin temel indikleyicisidir (48). Tum
prostat kanserlerinin % 98’ inden fazlasi prostat bezlerinin asinus ve
kanallarindaki epitelyal hucrelerinden ortaya c¢ikan adenokarsinomlardan
kaynaklanmaktadir.

1.2.4.1 HORMONAL DUZENLEME

Prostat bezinin bliyume, gelisme ve fonksiyonu androjenlerin (erkeklik
hormonlarinin) varhidina bagldir. En énemli androjen, baslica testislerde
uretilen bir steroid hormon olan testosterondur. Kanda bulunan testosteron,
500 rediktaz enzimi vasitasiyla prostatta dihidrotestosterona (DHT)
donugturaldr. Prostat kanseri hucreleri, normal prostat hucreleri gibi,
yasamlarini surdurmek i¢in androjenlerin varligina ihtiya¢c duyarlar. Bundan
dolayi, androjenlerin gorevlerini yerine getirememeleri durumunda, kanser
hdcrelerinin buyuk bir cogunlugu olmektedir.

1.2.4.2 PROSTAT KANSERININ GELIiSimi

Prostat kanserinin molekuler patolojisi gok komplekstir ve birgok geni
kapsamaktadir. Kronik ve yinelenen prostat iltihabi, beslenme, yasam tarzi
ve cevresel faktorler kanserlerin baglamasina ve gelismesine yardimci
olmaktadir. Caligmalar, prostat kanserinin nasil ortaya ¢iktigi ve geligtigine
dair ipuclarini vermektedir; ancak, prostat kanserinin baslama, ilerleme ve
gelismesinden sorumlu molekuler yolaklar ve sonradan kazanilan molekuler
bozukluklar halen buyuk olgude bilinmemektedir. Kolon kanserindeki
karsinogenezin 6nemli bir modeli 1988 yilinda Vogelstein ve meslektaslari

tarafindan gelistirilmigtir (292). Vogelstein’ a gore kolon kanserinin geligimi,
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sorumlu genetik degisikliklerin tesadufi olarak birikmesiyle
aciklanabilinmektedir. Boyle bir dogrusal gelisim modeli, daha fazla heterojen
patolojiye sahip olan prostat kanserinin tayini i¢cin daha zordur. Bununla
beraber, prostatik karsinogenezin bir modeli prostatik intraepiteliyal
neoplazinin (PIN) morfolojik yapisina ve karsinogenezin ¢ok basamakli

teorisine dayanmaktadir (96, 212) (Sekil 2).

A Normal B Artan c Prostatik D Prostat
prostat inflamatuar intraepitelial kanseri
atrofi neoplazi

Kolumnar Hicreler

>

Bazal Hiicreler

Inflamatuar Hicreleri

Sekil 2: Prostat Kanserinde Timor Geligimi (William et al. 2003) A. Prostatta
kolumnar ve bazal hlicrelerin gériinimi, B. inflamatuvar hticrelerin  atrofi
olusturmalari, C. Kolumnar hiicrelerin biyiimesiyle prostatik intraepiteliyal neoplazi
olusumu ve D. Kolumnar hiicrelerin g¢ogalarak yayilimi ve prostat kanserinin

olusumu.

1.2.4.3 Prostatik Intraepiteliyal Neoplazi (PIN)

Prostatik intraepiteliyal neoplazinin prostat kanserinin en uygun
prekursoru oldugu dusunulmektedir, ve prostatik salgl bezi kanali ve asinus
hatlarindaki hucrelerin invazif olmayan, preneoplastik gelisimi olarak

tanimlanmaktadir.
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PIN genellikle distk dereceli (PIN ) ve yuksek dereceli (PIN Il ve PIN
[lI) olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir. Yiksek dereceli PIN’ de duiz, 6bek,
papiller ve delikli olmak Uzere en azindan doért farkh yapisal model ayirt
edilmektedir (27). Prostat kanseri ve PIN’ in ¢cogalan dereceleri ile bazal
hicre tabakasinin bozulmasi, bazal hucre tabakasinin butluntyle kaybi
g6zlenmektedir (182).

PIN genel olarak PZ’ de ve olgularin %85’ inden fazlasinda kanser ile
birlikte bulunmaktadir. PIN’ e sahip pek ¢ok hastanin 10 yil iginde kanser
geligtirecegi ileri strtimektedir.

1.2.5 PROSTAT KANSERININ TESHiSIi VE PROGNOZU iGiN
KULLANILAN METOTLAR

Prostat kanserinin tanisinda kullanilan standart metotlar Parmakla
Rektal Muayene (DRE), Serum Prostat Spesifik Antijen (PSA) ve
Ultrasonografi’ yi icermektedir. Yalnizca, DRE ve PSA testleri prostat kanseri
tanisi icin yeterli degildir. Prostat kanserinin kesin tanisi biyopsi ile konulur.
Prostat kanserinin derecesini belirlemek amaci ile ¢esitli biyopsi érnekleri
alinir. Son yapilan galismalarda prostatin 4-6 segmentinden alinan 8 ile 12
odak arasindaki doku o&rneg@inin en dogru o6rnekleme ydntemi oldugu
gOsterilmistir (55, 228).

1.2.5.1 GLEASON DERECELENDIRMESI

Prostat kanserinin histopatolojik olarak derecelendiriimesi igin, dinya
capinda Gleason derecelendirme sistemi kabul edilmektedir (90,). Gleason
derecelendirmesinde kanserli bezlerin 6zellikleri 5 histolojik model iginde
farkhlasmaktadir ve en fazla farklilasan model I iken, en az farklilasan model

V' dir (10).
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Gleason derecelendirme sistemi, prostat kanserinin kuvvetli prognostik
faktorlerinden biridir. Gleason sisteminde 2-4 iyi, 5-7 orta, 8-10 kotu derecede
farkhlasmis kanseri gosterir (10, 85).

Biyopside tanimlanan Gleason derecelendirme ile takip edilen radikal
prostatektomi érneklerinde izlenen derece oldukga tutarhidir: Gleason skoru
5-6 olan biyopsi o6rneklerinin radikal prostatektomi 6rnekleri ile % 64
oraninda ayni derecede olduklari bulunmustur. Gleason skoru 7 veya daha
fazla olan biyopsilerde bu oran artmaktadir ve % 87.5’ dir (67).

GLEASON MIKROSKOPIK DERECELENDIRME SiSTEMI

I. En nadir desen olup genellikle yuvarlak, dizgun sinirli uniform bezlerin sik
olarak bir araya gelmelerinden olusmustur.

II. Daha az uniform bezler, gevsek olarak bir araya gelmislerdir. Bezler
arasinda az miktarda stroma bulunur ve kenarlari daha duzenlidir.

IITa- Bezlerin 6lci ve sekillerinde buyuk farkhliklar vardir, sik olarak
yerlesmislerdir; fakat dizensizdirler ve iyi sinirl degillerdir.

II1b- I11a’ ya benzer, ¢ok klguk bezler ve ufak hiicre kimelerinden olusur.
IIIc- TUmor papiller veya gevsek kribriform yapilarin keskin ve duzgun sinirli
yuvarlak kitlelerinden olusur. Bazi yazarlar bunu papiller intraduktal tiumor
olarak isimlendirilirler.

IVa- Duzensiz sinirli, duzensiz infiltrasyon gosteren birlesmis bezlerden
olusur.

IVb- 1Va’ ya benzer, beraberinde genis soluk boyanan hucreler vardir.
Va-Santral nekrozlu, keskin dairesel yuvarlak kitle olusturan, solid kribriform
karsinom (komedokarsinom).

Vb- Anaplastik karsinom, sadece adenokarsinom tanisi i¢in yeterli bez ve

vakuol formasyonu bulunur.
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1.2.5.2 DNA PLOIDILERI

DNA ploidi modelleri diploidi, tetraploidi veya andploidi olarak
siniflandirilirlar. Bazi tercih edilen siniflandirmalar ploidi modelini, diploidi
veya diploidi olmayan seklinde ayirirlar. Flow sitometri ve istatistiksel imaj
analizi sistemlerinin her ikisi de ploidyi belirlemede kullanilabilir (286). Prostat
kanserinde DNA ploidi yaygin bir sekilde ¢aligiimistir ve histolojik derece ve
tumor evresinden bagimsiz prognostik bilgi saglamaktadir.

1.2.5.3 RADYOLOJIK EVRELEME

Prostat kanserinin dogru tedauvisi icin, hastaligin evresinin belirlenmesi
gereklidir (101).

Prostat kanserinin evrelendiriimesinde yaygin olarak TNM (timér, nod,
metastaz) klasifikasyonu (Tablo 2) kullaniimaktadir (263). ilk olarak timérin
derecesi (T evresi), sonra lenf nodulleri yakinina yayiliminin varligi veya
yoklugu (N evresi), ve sonunda belirsiz metastazin varligi veya yoklugu (M

evresi) tanimlanir.
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Tablo 2: Prostat Adenokarsinomlarinin Klinik TNM Evrelendirilmesi
TNM SINIFLAMASI

T: Tumorun prostat ve ¢evresindeki alanda yayginhgi
N: Tumorun lenf dokularina yaylimasi
M: TUmorun uzak organlara yayiimasli’ dir.

Bu sisteme gore;

* Tx Prostattaki timorin degerlendirilememesi
*TO Prostatta tumor bulunmamasi
*T1 Parmakla muayene ve goruntlileme ydéntemleriyle prostatta tUmoér
saptanamayan hastalar
T1a Kapali prostat ameliyati sirasinda ¢ikarilan dokularda <%5 oranda
raslantisal tumor saptanmasi
T1b Kapali prostat ameliyati sirasinda ¢ikarilan dokularda >%5 oranda
raslantisal tUmor saptanmasi
T1c PSA yuksekligi nedeniyle yapilan igne biyopsisinde timor
saptanmasi
* T2 Prostat bezinde sinirli timor, parmakla yapilan muayenede prostatta
nodul bulunmasi

T2aTek bir prostat lobunu tutan tumor

T2bHer iki prostat lobunu tutan timor
* T3 Prostat kapsulinid asan timor

T3aKapsul disina tek veya iki tarafli uzanim

T3bVezikula seminalis tutulumu
* T4 Vezikula seminalisler diginda diger komsu organlara yayilim
gosteren tUumor

* Nx Bolgesel lenf bezlerinin degerlendirilememesi
*NO Bodlgesel lenf bezi yayillimi olmamasi
* N1 Bolgesel lenf bezi yayilimi bulunmasi

* Mx Uzak organ yayilliminin degerlendirilememesi
* MO Uzak organ yayilimi olmamasi
* M1 Uzak organ yayilimi olmasi

M1a Bdlgesel olmayan lenf bezine yayilim
M1b Kemiklere yayillim olmasi
M1c Diger uzak organlara yayilim bulunmasi
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Prostat kanserini evrelendirmek igin hastaligin lokal yayilim sinirlarini
cizmek gerekir. Bunun standart uygulama yolu ise parmakla rektal muayene
(DRE), ardindan lenf nodulleri tutulumunu saptamak icin bilgisayarl
tomografi (BT), ve gerektiginde manyetik rezonans goértntileme (MRI) veya
pelvik lenfadenektomi uygulamalaridir (85). Yapilan c¢alismalarda
ultrasonografi egligindeki biyopsilerin, DRE veya rasgele biyopsilere goére
kanseri en dogru bicimde evrelendirip, dereceleri belirledigi gdsterilmistir.
Kapsul disi yayillimi saptamak agisindan transrektal ultrasonografi, DRE’ den
daha duyarlidir.

Bilgisayarli tomografi (BT) ise yalnizca yaygin lenf nodulu
metastazindan kugkulanildiginda, prostat kanserini evrelendirmek igin
kullanilir. Hastalarda PSA (>20 ng/ml) ve Gleason skoru yuksekligi (>7)
saptanmadik¢a, BT taramasi nodullerin degerlendiriimesi igin kullanilan bir
yontem degildir.

1.2.5.4 PROSTAT KANSERININ TEDAVISI

Organa sinirl lokalize prostat kanseri igin en dnemli tedavi segenekleri
ameliyat (radikal prostatektomi), radyoterapi ve takibini igerir. Tum metotlar
kendilerine 6zgul riskleri ve yararlariyla hastanin tercih hakkina dayanan
tedavi segeneklerine zemin olustururlar. Metastatik veya ilerlemis prostat
kanserinde hormon baskilama tedavisi sadece palyatif bir etki olusturur.

Prostat kanserinin tedavisi Tablo 3’ de 6zetlenmistir.
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Tablo 3: Prostat Kanseri tedavi semasi

Biyopsi ile kesin tani konulan prostat kanseri

\
Evreleme (DRE, TRUS, BT, MRI)

N N\

Metastaz yok Metastaz var
PSA<20 ng/ml PSA>20 ng/ml
Lenfadenektomi Lenfadenektomi
ile evreleme ile evreleme
Nodyl (+)  Noddl (-) Nodul (-) Nodul (+)

| |
I

Radikal prostatektomi

v A

Androjen Baskilama Tedauvisi

v

1.2.5.5 PROSTAT KANSERIi BELIRTEGLERI

Bircok aday prostat kanseri molekuler belirtegleri rapor edilmistir;
ancak, bunlardan yalnizca birkagi yaygin olarak klinik uygulamalarda yer
almaktadir. Prognostik faktorler Ug kategoride siniflandiriimistir (244):

Kategori 1 prognostik faktorleri genellikle hasta idaresinde
kullanilmasina dayanmaktadir; Kategori II ise, biyolojik ve klinik olarak yaygin
bir sekilde calisilan faktorlerdir; Kategori 1II faktorleri, prognozun
belirlenmesinde vyetersiz veriye sahiplerdir. PSA kategori 1 prognostik

faktorlerinden biridir. DNA ploidi, prostat kanserinin belirlenmesinde yaygin
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olan kategori II' de yer alan yardimci bir metottur. Dokuya o6zgul yeni
belirteclerin gogu da kategori III i¢cinde yer alirlar (244).

1.2.5.5.1 PROSTAT SPESIiFiK ANTIJEN (PSA)

Prostat kanseri tanisinda kaydedilen en onemli ilerlemelerden biri,
timor belirleyicisi olan PSA’ nin kesfidir. ilk olarak 1971 yilinda Hara
tarafindan seminal plazmada tanimlanan PSA, daha sonra prostat
dokusundan izole edilmistir (298). PSA’ nin serumdaki varliginin
gosterilmesiyle de klinik kullanimi baglanmigtir. PSA’ nin tani, tedavi ve
takibindeki yuksek anlamlihgi, klinik kullanima baslaniimasindan sonra
prostat kanseriyle micadelede ¢ok kisa zamanda onemli gelismelerin elde
edilmesini saglamistir (134).

PSA kromozom 19 Uzerinde lokalize bir gen tarafindan kodlanan, 33
kDa agirhigindaki bir glikoproteindir (241, 268). Yapisal olarak incelendiginde,
237 aminoasit kalintisiyla, 5 tane disulfid bagi ve N- oligosakkarid zinciri
formunda karbonhidrat icerdigi gorulmektedir (186, 301). Prostat bezinin
epiteliyumundan sentezlenen PSA, seminal plazmaya 0.5-2.0 gr/L
konsantrasyonunda salgilanmaktadir; bu konsantrasyon serumdaki 0.1-4
ng/ml degerine esittir.

Geng yetigkin erkeklerde PSA’ nin normal degerleri 0-4 ng/ml
arasindadir. Prostat kanserinde PSA dretimi degiskendir ve farklilagmanin
derecesine baglidir. lyi farkhlagmis kanser dokusu daha fazla, farklilasmamig
kanser dokusu ise daha az miktarlarda PSA uretmektedir. PSA duzeyleri 4
ng/ml Ustinde olan olgularin %25-30’ u prostat kanserine yakalanmaktadir.

Prostat kanseri belirtegi olan PSA, serumda predominant olarak 3 ayri

molekiler formda bulunmaktadir;  serbest PSA (free PSA), alfa 2-
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makroglobuline baghh PSA (A2M-PSA) ve alfa anti-kimotripsine bagli PSA
(561). PSA’ nin serbest formu, serum PSA’ sinin yaklasik olarak % 5-40’ ini
olusturmaktadir. Serbest PSA’ nin total PSA’ ya oraninin klinik agidan énemli
oldugu gosterilmistir ve prostat kanserli hastalarda bu oran, BPH veya
prostatite sahip hastalara gore daha dusuk seviyededir. Serumdaki serbest
ve total PSA arasindaki bu oranin, BPH ve kanserli hasta arasindaki ayrimi
yapmada yardimci olabilecedi gosterilmigtir.

PSA testlerinin artan kullanimi sonrasinda, ilk tani aninda lokal ileri
evre veya uzak yayllimi bulunan kanser olgularinin sayisinda surekli bir
disus gozlenmistir. Bu testler etkili olarak ele alinabildiginde birgok kanser
erken evrede teshis edilebilmektedir.

Prostat kanserinin tedavi takibinde kullanilan bu belirteglerin yani sira,
molekuler genetik c¢alismalarin ilerlemesi ile prostat kanserinde gen
polimorfizmleri ve gen ekspresyon duzeylerindeki dedisikliklerinin de ¢ok
onemli oldugu anlasiimis ve bu alanda elde edilen gelismelere dayanarak,
gen polimorfizmleri ve gen ekspresyonlari incelenmeye baglanmistir.

1.2.6 GLUTATYON S-TRANSFERAZLAR

Memelilerde Glutatyon S-transferazlar’ in (GST’ ler) yapisi hakkindaki
ilk bilgiler 1961 vyilinda, fare karacigerinde glutatyonun (GSH)
konjugasyonunun goézlenmesi Uzerine elde edilmistir (26, 44). GST’ ler,
¢ozUlebilir proteinlerdir ve tripeptid glutatyonun (gamma-glutamil-glisin; GSH)
transferini katalize ederler; reaktif elektrofolik merkez igeren bir kosubstrattan
(R-X) kutupsal bir S- Glutatyonlu (R-SG) reaksiyon Urininin olugmasini
saglarlar (R-X + GSH —» R-SG + HX ). GST’ ler ~26 kDa agirliginda iki alt

uniteden olusan dimerik yapiya sahiptirler; izoelektrik noktalari pH 4-5 te
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oldugundan hidrofobik 50 kDa agirhdindaki bir proteini olustururlar.
Heterodimer formlari olusturmalari durumu ise GST’ lerin gesitliligini arttirir.
GST nin her bir alt Gnitesi, iki bilesenden olusan serbest bir katalitik bolgeyi
icerir. Birinci bilesen GSH igin 6zgl bir baglanma bdlgesine sahiptir veya
polipeptidin NH» - ucundaki aminoasit kalintilarindan olugsan homolog bodlge
(G bélgesi) ile yakindan iligkilidir. ikinci bilesen ise hidrofobik substratin
baglandigi bir bolgedir (H bdlgesi) ve COO" - ucundaki kalintilardan
olusmaktadir.

Memeli dokularinda eksprese olan GST, Faz Il enzimler grubuna dahil
edilen genis bir gen ailesidir; bu gen ailesine Uye GST enzimleri kanserojenik
potansiyele sahip bircok endojen ve ekzojen kimyasallara karsl hlcre
savunmasinin énemli bir bolumdnd olustururlar. Ayrica, dokularin oksidatif
hasardan korunmasi ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol oynayan
onemli enzimlerdir. GST’ ler prostat kanseri etiyolojisi ile iligkili olan ajanlarin
oksidatif metabolitlerinin  aktivasyonunu da icermektedir. Katalitik
aktivitelerine ek olarak, GST’ lerin prostat kanserinin gelisiminde 6nemli
belirleyici faktdr olan steroid hormonlarin hicre igi transportunda da gorevli
olduklari distnulmektedir (183).

1.2.6.1 GLUTATYON S-TRANSFERAZLARIN SINIFLANDIRILMASI

insan sitozolik GST’ lerin birgok formu bulundugundan ayri olarak
siniflandinimiglardir  (13). Bu siniflandinimalari, aminoasit dizileri gibi
proteinin temel yapisina dayanmaktadir.

insan dokularinda sentezlenen sitozolik Glutatyon-S transferaz
enzimleri, en az sekiz gen ailesi tarafindan kodlanmaktadir. Bu enzimler;

Alpha (GSTa), Mu (GSTM, GSTy), Pi (GSTP, GSTx), Teta (GSTT, GST0),



27

Sigma (GSTS), Kappa (GSTK), Omega (GSTO) ve Zeta (GSTZ) dir (54).

Glutatyon-S transferazlarindan GSTM1, GSTM3, GSTT1 ve GSTP1

enzimlerinin genleri polimorfik olduklarindan, molekuiler epidemiyolojik
calismalarin 6zel ilgi alanina girmektedirler; bu genler ve polimorfizmleri
Tablo 4’ de 6zetlenmistir (313).

Tablo 4: Glutatyon S-Transferaz Polimorfizmlerinin Siniflandiriimasi

Gen GSTM1 GSTM3 GSTP1 GSTT1
Uzunlugu 5.92kb 4.53kb 2.84kb 8.09kb
Ekson Sayisi 8 9 7 5

intron 6'da 3bp’ lik | A313G (lle105Val)
Polimorfizmi Delesyon Delesyon
delesyon C341T (Ala114Val)
Enzim Aktivitesi Null Degisken % 30 azalir Null
Polisiklik Polisiklik
Polisiklik Butadin, mono
Aromatik Aromatik
Ana Substratlari _ _ Aromatik ve
Hidrokarbonlar Hidrokarbonlar
Hidrokarbonlar dihaloalkenler
ve aflotoksinler ve aflotoksinler

Glutatyon S-Transferaz gen ailesinde yer alan polimorfik GSTM1, GSTM3, GSTP1
ve GSTT1 genlerinin genel ézelliklerinin siniflandiriimasi (313)

1.2.6.1.1 GLUTATYON S-TRANSFERAZ M1 (GSTM1)

GSTu enzimi karaciger, testis, beyin, kalp ve diger pek ¢ok dokuda

yuksek miktarlarda bulunmaktadir. Benzo[a]pyren ve mikotoksin aflotoksin

gibi

kanserojen

polisiklik

aromatik

detoksifikasyonundan sorumludur (157, 191).

hidrokarbonlarin

(PAH)

GSTmu gen ailesine ait olan 20 kb uzunlugundaki GSTM genleri (M1-

M2-M3-M4-M5),

kromozom 1p13.3

lokusunda haritalanmislardir

(311).
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GSTM1 geninin 3 farkli aleli belirlenmistir; gen delesyonu ve alel varyasyonu
nedeniyle de gelisen dort genel fenotipinden s6z edilmektedir. GSTM1°0
delesyon alelidir (null genotipi, GSTM1") ve delesyon meydana geldiginde
siklikla iki alel de etkilenmektedir, higbir protein olusmamaktadir. Beyaz irkin
ve Japon toplumunun ~% 50’ si, kalitsal olarak her iki alelin homozigot
delesyonu nedeniyle GSTM1 geninden yoksundurlar. GSTM1 gen dizisindeki
tek bir nlkleotidin degisiminin gézlendigi GSTM1°A ve GSTM1'B alelleri de
diger polimorfik alelleridir.

GSTM1*A ve GSTM1*B alelleri, sirasi ile GSTM1 A ve GSTM1 B
proteinlerini kodlamaktadirlar. Bu proteinler fonksiyonel olarak benzerdirler ve
sadece tek bir aminoasit agisindan farkhdirlar (304). GSTM1 A proteininin
172. pozisyonda Lizin aminoasidi bulunurken, GSTM1 B proteininin ayni
pozisyonunda asparajin aminoasidi bulunmaktadir (8). GSTM17 geninde
meydana gelen polimorfizmler gesitli kanserlerin gelisiminde etkilidirler.

GSTM1 null genotipi akciger (210), mesane (4), meme (116), kolon
(317), gastrointestinal (17), over (269), tiroid (147) kanserleri gibi birgok
kanserin gelisimi ve koroner arter hastaligi (306), sizofreni (107) gibi
hastaliklarla iligskilendirilmistir.

GSTM3 enzimi Ozellikle akciger ve bronglara ait epitelyumda
bulunmaktadir (224). GSTM3 Un de polimorfik formlari bulunmaktadir. Bir
varyant genotipi transkripsiyon faktért Yin Yang 1 (YY1) in baglanmasi ya
da baglanamamasi ile sonuglanan intron 6’ da 3 baz ciftlik bir delesyondan
meydana gelmektedir (49). Bu polimorfizm multiple skleroz (187) ve romatoid

artrit (190) gibi inflamatuvar hastaliklar ile iligkilidir.
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1.2.6.1.2 GLUTATYON S-TRANSFERAZ T1 (GSTT1)

Glutatyon S-Transferaz 6 enzimi prostat, bobrek, beyin, akciger ve
yine diger pek ¢cok dokuda bulunmaktadir (65). Metilleyici ajanlar, peptisitler
ve ¢ozuculer gibi monohalometanlari ve ¢ok sayida potensiyel kanserojenleri
metabolize eder (205).

GSTT1 geni kromozom 22q11.23’ de yer alir. GSTM1 geninde oldugu
gibi, GSTT1 geninin de bir null genotip bulunur ve delesyon varyantinin
varhdi enzimin olugsmamasina neden olmaktadir. Beyaz populasyonunun
%10-20’ sinde GSTT1 null genotipi gozlenmektedir.

GSTT1 null genotipi, prostat (205, 233), mesane (156), akciger (158),
mide (253), kolorektal (57, 302) kanserleri, astim (276) ve miyelodisplastik
sendrom (38) ile iliskilendirilmigstir (104).

1.2.6.1.3 GLUTATYON S-TRANSFERAZ P1 (GSTP1)

GSTn enzimi baslica testis, adrenal bez, insan epitel dokusu,
pankreas doku ve hucrelerinde 6nemli miktarlarda; 6zellikle Uriner, solunum
ve sindirimle ilgili sistemlerde ise daha yluksek miktarlarda bulunmaktadir (65,
83).

GSTn enzimi, karsinojenler ve sitotoksik ilaglar gibi elektrofilik
bilesiklerin detoksifikasyonunu gerceklestirmektedir. Buna ilave olarak, DNA’
yI oksidatif hasardan korumada 6nemli bir rol oynamaktadir (6, 282, 300).

Genomdaki lokalizasyonu kromozom 11q.13 ve transkript uzunlugu
719 bg olan, 7 eksondan olugsan GSTP17 geninin iki onemli polimorfizmi
bilinmektedir. Birinci polimorfizm, 313. nukleotidde Adenin bazinin Guanine
degismesi sonucunda gelisen lle105Val polimorfizmidir ve bu degisiklik

azalan enzim aktivitesi ile sonuglanmaktadir. ikinci polimorfizm ise 341.
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nikleotide karsilik gelen sitozinin (C) timine (T) transisyonu sonucunda 114.
kodonda Alanin aminoasidinin Valin aminoasidine (Ala114Val) degisimine
neden olmaktadir.

Aleller GSTP1*lle’®, GSTP1*Val'®, GSTP1*Ala'", GSTP1*Val'™
olarak belirtiimektedir. GSTP1 lle105Val polimorfizmi icin AA (lle/lle) yabanil
tip, AG (lle/Val) heterozigot ve GG (Val/Val) homozigot polimorfik
genotiplerini olusturmaktadir. GSTP1 Ala114Val polimorfizmi i¢cin CC
(Ala/Ala) yabanil tip, CT (Ala/Val) heterozigot ve TT (Val/Val) homozigot
polimorfik genotiplerini olusturmaktadir.

1.2.6.1.3.1 GSTP1’ iN PROSTAT KANSERiI OLUSUMUNDAKI ROLU

GSTP1 geninde iyi tanimlanmis olan bir degisiklik, katalitik enzim
aktivitesinin % 30 azalmasina neden olan GSTP1 lle105Val polimorfizmidir
[dbSNP no; rs1695] (319). Bu polimorfizm, GSTP1 geninin 105. kodonda
313. nukleotide karsilik gelen Adenin bazinin Guanine transisyonu
sonucunda; 5. eksonunda, izoldsin aminoasidinin Valin’ e degismesi ile
karakterizedir (6, 16 , 118, 273).

Valin aminoasidinin izolésin aminoasidinin yerine gegmesi, GSTP1’ de
substratina gore katalitik aktivitesindeki degisiklikler ile sonuglanmaktadir (6,
273). Ornegin; izoldsin aleli, klorlu nitroaryl substratlar icin yiiksek aktiviteye
sahipken, Valin aleli ethancrynic asit ve PAH’ in diol epoksitleri i¢in ylksek
aktiviteye sahiptir. Val aleli, polisiklik aromatik hidrokarbonlarin diol epoksitleri
icin lle aleline gore (105lle) 7-kat daha yuUksek katalitik aktiviteye sahip iken,
ayni varyant 1-kloro-2.4-dinitrobenzen konjugasyonunda 3 kat daha dusik
etkiye sahiptir (273, 300). Ayni zamanda, Valin aminoasit degisimi degdismis

termal stabilite ile sonuglanmaktadir (127, 143). Val aleli, lle aleline oranla,
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bircok substrat icin daha az isiya dayaniklidir ve genellikle daha duguk
enzimatik aktiviteye sahiptir (319).

Dusuk GSTP1 enzim aktivitesinden sorumlu olan 105Val aleli; mesane
(267, 285), meme (116, 198, 271), agiz, akciger (155) ve over (264)
kanserleri ile astim (81, 117, 188), endometriyozis (52, 129), kokain
bagimlihdi (32) ve psikoz (114) ile iligkilendirilmigtir.

1.2.7 PROSTAT KANSERI OLUSUMUNDA ROL OYNAYAN GENLERIN
BELIRLENMESINDE KULLANILAN YONTEMLER

Son yillarda, molekiler genetik alaninda kaydedilen énemli gelismeler,
prostat kanserine yatkinlik olusturan veya sorumlu olan genlerin genetik
calismalarla belirlenmesini olanakli hale getirmistir.

Prostat kanserine yatkinlik yaratan genlerden biri olan GSTP1’ nin
polimorfizmlerinin belirlenmesinde en sik kullanilan yéntem Polimeraz Zincir
Reaksiyonu sonrasi Restriksiyon Enzimi Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)
yontemidir (104, 110, 163, 275, 300). RFLP metodunun yani sira, LightCycler
(LC) gibi gercek zamanlh PCR (real time polymerase chain reaction, RT-
PCR) cihazlar ile birlikte floresan boyali isaretli hibridizasyon problarin
kullanimina dayall Floresan Rezonans Enerji Transferi (FRET) ydntemi
kullaniimaktadir (161).

1.2.7.1 TEK NUKLEOTID POLIMORFiZMLERI

Tek nukleotid polimorfizmleri (single nucleotide polymorphisms,
SNPs), genom dizisi icerisinde A, T, C yada G bazlarindan birisinin

degismesiyle meydana gelen DNA dizi farkliliklaridir. Ornegin, AAGGCTAA
dizisinin ATGGCTAA dizisi sekline doniismesi ile bir SNP olusur. Belirli bir

SNP’ den s6z etmek igin, o SNP’ in populasyonda en az % 1 oraninda
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gbrilmesi gerekmektedir (260, 271). insanlar arasinda genetik farkliliklarin %
90’ n1 olusturan SNP’ ler, genomda yaklasik her bin bazda bir meydana
gelmektedirler (271). Bu SNP’ lerin yaklasik vyarisi, protein kodlama
bolgesinde meydana gelmekte ve insanlar arasi tum kalitsal varyasyonlarin
sebebini olusturmaktadir. Fonksiyonel bir SNP, bir proteinin aminoasit dizisini
veya ekspresyonunu degistirerek, kisinin davranis o6zelliklerini, hastalik
yatkinh@ini, dayaniklihgini ve tedaviye verdigi yaniti modifiye edebilir. insan
haploid genomunun yaklasik 3 milyar bazdan olustugu dusunulecek
olunursa, total SNP sayisinin 3 milyon civarinda oldugu
hesaplanabilmektedir.

DNA dizisindeki farkhliklarin bakteri, virls, toksinler, kimyasallar ve
ilaglar gibi cevresel etkenlere ve hastaliklara verilen yanit Gzerinde buyuk
etkisi bulunmaktadir. Bu ylUzden SNP’ lerin belirlenmesi, biyomedikal
arastirmalarda ve farmakolojik drtnlerin gelistiriimesinde blylUk 6nem
tasimaktadir. SNP’ lerin evrim slresince stabil kalmalari, yani kusaklar arasi
geciste fazla degismemeleri, populasyon c¢alismalarinin kolay izlenmesini
saglamaktadir.

insan genomunun SNP haritasinin ¢ikarilmasi konusunda diinyada ¢ok
saylda grup calismaktadir. Bu gruplar igcinde en onemli olanlar, SNP
Konsorsiyumu (TSC project) ve International HapMap Project

(www.hapmap.org)” tir. SNP Konsorsiyumu, Subat 1999 da insan

genomunda esit dagilim gdsteren ~300.000 SNP’ nin tanimlanmasi ve “fikri
mulkiyet” sinirlamasi olmaksizin bilginin halka aktarimini saglamak amaci ile
kurulmus bir organizasyondur. Hedefi, iki yil igerisinde 300.000 SNP’ nin

tanimlanmasi olan SNP Konsorsiyumu’ nun 2001 yili sonunda yayimlanan
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raporunda, 1.4 milyon SNP acgiklanmistir (248). 2003 yilinda HapMap projesi
ile 2.8 milyon SNP kesfedilmis ve 2006 yilinda da veritabaninda 10
milyondan fazla SNP aciklanmistir.

SNP haritalarinin kanser, diabet, vaskuller hastaliklar gibi poligenik
kalitim go6steren hastaliklarin ¢ézimlenmesinde ¢ok faydali olacagi
dusunulmektedir.

SNP’ ler genellikle hastalik gelisimine neden olmadiklari halde, belirli
hastaliklara yatkinlik kazandirabilmektedirler. Ornegin, prostat kanserine
yatkinlik, testosteron metabolizmasinda etkili olan Sitokrom P450 3A4’deki
(CYP3A4) bir SNP’ e baglanmistir. Bu tek nukleotid polimorfizmi, CYP3A4
geninin promoter bodlgesinde 392. pozisyonundaki Adeninin Guanine
transisyonu sonucu gelismektedir (233). Polimorfizm, beyaz irkta prostat
kanserine yatkinlik ile iligkilendirilmistir ve G aleline sahip bireyler 6-kat daha
fazla riske sahipken, ayni polimorfizme sahip Afrikali Amerikalilarda celiskili
sonugclar elde edilmigstir (220, 233). Bunun nedeni, prostat kanserinin ayrica
etnik kdkenlere bagl olarak farkliliklar géstermesidir (38, 200).

SNP’ lerin hastalik gelisiminde her zaman tek baslarina ve kesin
olarak belirleyici olmamalari dikkat edilmesi gereken bir konudur. Yukarida
bahsedilen, CYP3A4 geninde tanimlanmis polimorfizmin, fonksiyonel baska
bir polimorfizmle de baglanti gdsterip, prostat kanserine neden olabilir (250).
Prostat kanseri birgok genin bir arada etken oldugu bir hastaliktir; poligenik
kalitimla olugmasi, tanimlanmasini gergeklegtirecek genetik testlerin

gelistiriimesini zorlastirmaktadir.
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SNP’ lerin varliklari, pek ¢ok degisik molekiler ydontem ile ortaya
konulabilinmektedir. En yaygin olarak kullanilan metotlar, Restriksiyon
fragman uzunluk polimorfizmi, gercek zamanl PCR ve DNA dizi analizi’ dir.

1.2.7.1.1 RESTRIKSIYON FRAGMAN UZUNLUK POLiIMORFizMi
(RFLP)

SNP’ lerin belirlenmesi icin kullanilan molekuler biyolojik yontemlerden
biri, restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi’ dir (restriction fragment lenght
polymorphism, RFLP) (110, 267).

Restriksiyon endonikleaz enzimleri, ¢ift sarmal DNA’ y1 6zgul baz
dizilerinden kesen ve bu sekilde DNA ile calisiimasini mimkin kilan ¢ok
onemli enzimlerdir. Bu enzimler ile insan DNA’ si, 1.000 — 10.000 baz cifti
uzunlugundaki fragmanlara ayrilabilmektedir.

Bakterilerin blyuk bir bdlimu bir veya birkag turde restriksiyon enzimi
sentezlerler. Asil gorevleri, bakteriye disaridan giren yabanci genetik
materyalleri ayristirarak mutasyonlari dnlemek ve boylece bakteri DNA’ sini
korumaktir. Bakteriye 6zgul olan bu enzimler, cift ipliki DNA (dsDNA)
Uzerinde 6zgun bir bdlgeyi (‘palindrom’) tanir ve dsDNA’ nin her iki
zincirindeki fosfodiester bagini keserek DNA’ yi tanidiklari kesim
noktalarindan pargalara ayirir. Gunimuzde 500’ e yakin restriksiyon enzimi
degisik mikroorganizmalardan elde edilmektedir. isimleri, izole edildikleri
bakterinin ilk harfi cins, ilk iki harfi tir; ayni bakteriden birka¢ enzim elde
edildi ise Roma rakami ile belirtimektedir.

RFLP yonteminde, 6rnek DNA bir veya daha fazla restriksiyon
endonukleaz ile kesildikten sonra, fragmanlar molekuler buyukliklerine gore

jel elektroforezinde ayristiriir.  Molekller agirhik standardi (belirteg)
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yardimiyla, fragmanlarin molekuler agirliklari belirlenir. Jel, ethidyum bromid
ile boyandiktan sonra, fragmanlar UV (260 nm) isik altinda goértnur hale
getirilir ve incelenir.

1.2.7.1.2 LIGHTCYCLER SiSTEMi

Gergek zamanh (real-time) bir PCR cihazi olan LightCycler, ultra hizl
Isitma ve sogutma kapasitesi sayesinde 30-40 PCR dongusini 20-30 dakika
icinde gergeklestirilebilir. Ayrica sistemdeki erime egrisi analizi mutasyonlarin
ve SNP’ lerin belirlenmesi ve genotiplendiriimesi i¢in ¢ok uygundur (186).
Erime egrisi analizi boyunca diziye 6zgul hibridizasyon problarinin tek zincirli
DNA’ ya hibridizasyonu izlenebilir. PCR’ dan sonra herhangi ek bir manuel
isleme ihtiyag yoktur ve buna bagl olarak kontaminasyon riski de en aza
indirgenmigtir (178).

Hibridizasyon problarinin bir tanesi potansiyel mutasyon bdlgesini
kapsar ve mutasyon probu olarak adlandirilir. Diger prob ise baglanma probu
(anchor probu) olarak isimlendirilir. Mutasyon ve baglanma problari, DNA
zincirine bas-kuyruk pozisyonunda hibridize olacak sekilde dizayn edilirler.

Arastirilan gen boélgesi, o bolgeye 6zgul iki primer ile amplifiye edildikten
sonra, olusan amplikon bir sonraki déonginin annealing asamasinda 6zgul

hibridizasyon problari ile tespit edilir.
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Oligo 1

.. Fluorescein

Oligo 2
LC Red 640

5 - jiit
--,_L —I— _l__

Amplifikasyon
LIr(ind]

gy b g

Sekil 3: Denatiirasyon fazi sirasinda hibridizasyon problari ve DNA zinciri (178)

Sekil 3' de hibridizasyon problarinin bir PCR doéngusu suresince nasil
davrandiklari gosterilmistir. Hibridizasyon probu olarak floresan boyalar ile
isaretlenmis iki farkli oligonukleotid ve amplifikasyon Grind bulunmaktadir.
Oligo 1, 3' ucundan fluorescein (donér boya) ile, oligo 2 ise, 5 ucundan LC
Red 640 (alici boya) ile isaretlenmigtir. PCR’ Iin denatlrasyon agamasi

boyunca hibridizasyon olmadigindan bu fazda floresan dlgilmeyecektir.

Transfer
Uyarma Yayilma

Sekil 4: Hibridizasyon problarinin  DNA’ ya bas-kuyruk pozisyonunda
hibridizasyonu ve FRET (178)
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Annealing asamasinda iki oligonukleotid, DNA zincirine bas-kuyruk
pozisyonunda baglanirlar. OligonlUkleotidler bu pozisyonda hibridize
olduklarinda iki floresan boya birbirine ¢ok yaklasmis olur. Fluorescein ile
isaretli 1.oligo, LC cihazinin 1sik kaynagindan (LED- Light Emitting Diode)
yayllan 470 nm’ deki mavi isik ile uyarilir ve uzun dalga boyunda (530 nm)
yesil floresan 1sik yayar. ki probun birbirlerine cok yakin bulunduklari
annealing asamasinda 530 nm’ den yayilan enerji ikinci hibridizasyon
probuna aktarilarak onu uyarir ve farkli bir dalga boyunda (640 nm) kirmizi
floresan 1sik yayilmasina neden olur. iki prob arasindaki bu enerji transferi,
Floresans Rezonans Enerji Transferi yani FRET olarak tanimlanir (Sekil 4).

Enerji transferinin etkili olmasi icgin iki floresan molekull arasindaki
mesafenin ¢ok az olmasi gerekmektedir (1-5 nikleotid arasi). Bu yuzden
oligonUkleotidlerin  bas-kuyruk  pozisyonundaki hibridizasyonlari  ¢ok
onemlidir. LC Red 640, LC cihazinin optik Unitesinin ikinci kanalinda (F2)
dlciliir. Olglim maksimum isimanin oldugu annealing fazinin sonunda yapilir.

Annealing fazindan sonra, sicaklik artar ve hibridizasyon problari
baslayan uzama (elongation) asamasinda amplikondan ayrilirlar.

Uzama asamasindan sonra olusan amplikonlar ¢ift zincirli olduklarindan
hibridizasyon problari ile hibridize olamazlar. Bu durumda, iki prob
birbirlerinden uzakta ve serbest halde olduklari igin FRET gerceklesemez.

Dondr prob daima fluorescein ile isaretlenirken, alici prob LC Red 640
veya LC Red 705 ile isaretlenebilir. LC Red 705 ayni LC Red 640 gibi
fluorescein’ in yaydigi 530 nm’ deki yesil i1sik ile uyarilabilirken, ondan farkl

olarak 705 nm’ de kirmizi isik yaymaktadir (249).
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1.2.8.3.2.1 ERIME EGRISi ANAL.Zzi

LC cihazi kullanilarak, SNP’ lerin genotiplendiriimesi ve mutasyonlarin
analizi oldukga hizli ve guvenilir bir sekilde yapilabilmektedir. Erime egrisi
(melting curve) analizi ile diziye 6zgul hibridizasyon problarinin tek zincirli
DNA' ya sicakhga bagli hibridizasyonlari izlenebilmektedir.

Her cift zincirli DNA (dsDNA) molekulinin, kendine 6zgll bir erime
sicakligi (Tm) vardir. Erime sicakligi DNA molekulinin % 50’ sinin tek zincirli
hale geldigi sicaklik olarak tanimlanabilir.

Mutasyon analizi PCR tamamlandiktan sonra yapilir. PCR igleminde,
floresan boyalar ile isaretli diziye 6zgul problar ve amplifikasyonu saglayacak
primerler ile hedef gen bolgesi amplifiye edilir. Bu asamada mutasyon ile ilgili
bir bilgiye henlz ulagilamaz. Ancak PCR islemi tamamlandiktan sonra, erime
egrisi analizine gegcilir. Olusan amplikon yavas yavas isitilir ve floresandaki
degisiklikler surekli dlgullr. Erime egrisi analizi sonucunda elde edilen erime
egrisi hangi sicaklikta floresan siddetinde disme oldugu agisindan
degerlendirilir ve buna gdére hastanin o geni igin genotiplendiriimesi
yapilabilir. Ayrica, bir gen bolgesi icinde birden fazla prob kullanilarak birden
fazla mutasyon tek bir reaksiyonda galisilabilir.

RFLP gibi standart mutasyon belirleme analizi, PCR basamagindan
sonra ek bir enzim kesme basamagini icermektedir. LC cihazinda
hibridizasyon problari ve erime egrisi analizi yontemi ile amplifikasyon ve
genotiplendirme ayni kapiller tlp icerisinde gergeklestirebilmektedir. Bu
sayede kontaminasyon riski olduk¢a azalir ve 32 érnek, bir saat gibi kisa bir
surede calisilip incelenebilir, sonuglar RFLP analizine gére daha kolay

yorumlanabilir ve istenildigi zaman bilgisayar bellegindeki veriler incelenebilir.
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Her olasi genotip igin ayri problarin kullanilmasina gerek yoktur. Tek bir prob
cifti kullanilarak homozigot (yabanil tip, mutant tip) ve heterozigot genotipler
analiz edilebilir.

1.2.8 EPIGENETIK DEGIiSIKLIKLER

Prostat kanserinin erken teshisi giniumuzde yaygin olarak, dijital rektal
muayene ve serum prostat spesifik antijenin belirlenmesi ile saglanmaktadir.
Ancak, bu metotlarin sinirh duyarhligi ve 6zguilluginden dolay! prostat
kanserinin erken evresi guvenilir olarak belirlenemez (315). Uygulanan bu
rutin klinik uygulamalara ek olarak, prostat kanserinin erken teshisi ve etkili
tedavisinde genetik mutasyonlarin yani sira epigenetik degisikliklerin de
bakilmasi s6z konusudur (143, 315).

Epigenetik tanimi ilk kez 1942 yilinda Conrad Waddington tarafindan
ortaya atilmistir ve DNA dizi degisikligi olmadan mayotik ve/veya mitotik
olarak kalitilabilen gen ekspresyon degisiklikleri olarak tanimlanir (24, 87).
DNA metilasyonu igin hipo- veya hipermetilasyon, histon modifikasyonlari igin
asetilasyon veya deasetilasyon epigenetik degisikliklere 6rnek olarak
verilebilir. Son on yilda yapilan c¢alismalar, epigenetik degisikliklerin tUmor
gelisiminde 6nemli bir role sahip oldugunu géstermektedir. Kanserin gelisimi
suresince meydana gelen epigenetik degisiklikler, timor stpresdr genlerinin
DNA metilasyonu ve kromatinin histon modifikasyonlari’ dir (226, 240).

1.2.8.1 DNA METILASYONU

Metilasyon, memeli genomunda vyalnizca CpG dinlUkleotidinde
guanozine goére 5 lokalizasyon gOsteren sitozin bazlarinda meydana
gelmektedir (24, 83). Sitozinin 5. karbonuna metil grubu (-CH3) eklenmesi ile

gerceklesir ve 5- metilsitozinin (5-MeC) olusmasina neden olur (146).
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Bdylece  transkripsiyon  faktorlerinin  baglanmasina  engel  olup,
transkripsiyonun baskilanmasina neden olur.

Genomda tum sitozinlerin % 3-4’ G metile halde bulunmaktadir. 5-
MeC’ ler buylk oranda CpG dinukleotidlerinde metillenmesine ragmen,
memeli disindaki canlilarda distk oranlarda da olsa CpNG, CC(a/t)GG, CpA
ve CpT’ nin metillendigi bilinmektedir. Ornegin; E.coli gibi bakterilerde
sitozinin disinda adeninin de metillenir (216).

Memeli genomunda sitozin metilasyonunun énemli oldugu bdlgeler;
CpG adalari, G+C izokorlari ve CpG sicak noktalarr’ dir.

1.2.8.1.1 CpG ADALARI
CpG igerigi zengin 0,5 — 4 kilobaz (kb) uzunlugundaki kisa diziler CpG

adalar olarak tanimlanirlar (24, 276). Bu bdlgelerin CG igerigi % 50’ den
fazladir ve bu bolgedeki CpG dinlkleotidleri normal durumda metile olmamis
durumdadirlar (85, 131, 276). Fakat, genom genelinde CpG’ lerin %70’ i
metiledir. insan genomunun son tasarlanan seklinde yaklasik 29.000 CpG
adasi tespit edilmistir ve kromozomlarin Megabaz (Mb) basina 5-15 CpG
adasina sahip oldugu hesaplanmistir (131).

CpG adalari 6zellikle dokularda ifade edilen bazi genlerin, érnegin
‘housekeeping’ geni gibi genlerin promoter bolgelerinde ve ilk eksonlarinda

bulunurlar (11, 222) (Sekil 5).

s o o
ﬁ% ? : Exon 2 )—

? = CpG dinlkleotidi ? = Metile CpG dinukleotidi

Sekil 5: CpG adalari memeli genomunu olusturan genlerin yarisinin 6niindeki

promoter bolgelerinde bulunurlar.



41

Normal hucrelerde CpG adalarinin ¢ogu metillenmemis durumdadir;
fakat, CpG adalarinin normalde metillenmis olarak bulundugu 4 vyer
bilinmektedir (25, 101, 133, 175, 288).

1- Kadinlarda X kromozomu

2- Imprintlenmis genler

3- Germline’ na 6zgul genler

4- Dokuya 6zgul genler

1.2.8.1.2 G+C iZOKORLARI

insan genomu G+C igerigi olarak farkli bolgelere ayrilabilir ve bu farkli
bdlgeler (izokorlar) kendi icinde benzer G+C icerigine sahipler iken, gruplar
arasinda belirgin farkliliklar gézlenir (19).

Bes izokor ailesi bulunmaktadir: L1 ve L2, G+C igerigi az (% 40); H1
ve H2, G+C igerigi zengin (sirasiyla % 45 ve % 50); ve H3, G+C igerigi ¢cok
zengin (% 53) bdlgeler olarak tanimlanirlar. G+C igerigi ve gen yogunlugu
arasindaki iliskiden dolayi, H3 izokorlar en fazla gene, CpG adasina ve CG
dindkleotidine sahip bdlgelerdir (216).

1.2.8.1.3 CpG SICAK NOKTALARI

CpG bolgelerinin mutasyonlar igin sicak noktalar gibi davrandiklari
gOsterilmigtir. Esey hicresi nokta mutasyonlarinin % 30’ unun 5-MeC’ nin
spontan deaminasyonu sonucu olusan MeCpG — TpG transisyonu sonucu
olustuklar1 gosterilmistir (47). p53 geninde gobzlenen inaktive edici nokta
mutasyonlarinin yaklagik % 50 si CpG dinukleotidlerinde meydana
gelmektedir (78).

Bunun mekanizmasi ise sigara ile iligkili akciger kanserinde acida

cikartilmistir:  Metile sitozinlerin  karsinojenleri CpG  dinukleotidlerine
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yonlendirerek Guaninin—»>Timine transversiyonuna neden olduklari (149) ve
bu nokta mutasyonlarinin, 5-MeC’ nin yaninda yer alan Guanin ile reaksiyona
giren benzo[a]pyren ve diger kimyasal karsinojenler gibi polisiklik aromatik
bilesiklerde meydana geldigi goérulmastir (216). Bu olay, DNA
metilasyonunun kansere yol agan genetik degisikliklerle olan iligkisini
aciklamaktadir.

Metil gruplarini sitozine enzimatik olarak baglayan enzimler DNA Metil
Transferazlar (DNMT)’ dir (216).

1.2.9 DNA METIL TRANSFERAZLAR (DNMT)

Sitozinin metillenmesi DNA sentezinden sonra, bir sitozinin %’
lokalizasyonundaki karbonuna metil dondér S-adenozilmetioninden bir metil
grubunun enzimatik transferi ile meydana gelmektedir; bu enzimatik
reaksiyon, DNA metiltransferazlar (DNMT) olarak bilinen enzimler tarafindan
gerceklestiriimektedir (167, 218, 226, 232, 240).

Memelilerde DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ve DNMT3L
olmak Uzere toplam bes tane DNA Metiltransferaz karakterize edilmistir (Sekil
6) (22, 136). Bir DNMT 1n COO" - terminal bodlgesi katalitik aktiviteden

sorumlu iken, NH.- terminal bolgesi DMAP1 (DNA methyliransferase 1

associated protein 1), PCNA (proliferating cell nuclear antigen) ve Rb

(Retinoblastoma) gibi birgok proteinlerle iligkilidir (197).
DNA metiltransferazlar metilasyon sinyallerinin muhafazasi ve de novo
metilasyon olmak Uzere iyi karakterize edilmis iki fonksiyona sahiptirler.
DNMTL1; metillenmis bir dizinin replikasyonundan sonra DNA

metilasyonunun sudrdurtlmesi igin gerekli bir enzimdir (5, 226). Bu 6zelligi
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sayesinde replikasyon oncesi metilasyon modelini, yeni olusmus olan DNA
zincirine gecgirmektedir (216).

Yapilan fare deneylerinde DNMT1 delesyonunun olumcul oldugu ve
DNMT1’ den yoksun fare embriyolarinin gastrulasyon asamasindan sonra
genom genelindeki demetilasyonuna bagli olarak éldukleri gésterilmistir (174,
216). DNMTZ’ in de novo metilasyonunda énemli bir role sahip oldugu
konusunda dair kesin bir kanit bulunmaz iken, aksine gosteren bir bulgu da
yoktur (22). Hatta; DNMTL1’ in ylUksek ifade edilmesinin kanser hicre
hatlarinda CpG adalarinin de novo metilasyonunu arttirdigi gosterilmigstir
(289).

DNMT2’ nin roli henlz tam olarak saptanamamistir; fakat, sitozin
metiltransferazlara ait karakteristik korunmus motifleri icermektedir (219).
Bununla birlikte sentromerik bdlgelerin kontrolinde fonksiyon goérdiugtne dair
bazi kanitlar bulunmaktadir (22).

DNMT3L gametogenez sirasinda ifade edilmektedir;, DNMT3a ve
DNMT3b ile benzer homolojiye sahip olsa da maternal genomik
imprintlenmede roll bulunmaktadir.

DNMT3a ve DNMT3b de novo metilaz aktiviteye sahiplerdir ve erken
embriyogenez esnasinda temel bir rol oynamaktadirlar (218). Fertilizasyonun
hemen sonrasinda fare zigotunun genomu demetillenmis haldedir (237).
implantasyon sirasinda DNMT3a ve DNMT3b vasitasiyla genomun
remetilasyonu gergeklesir, ki bu normal memeli gelisimi i¢in gereklidir (201,
237). Her iki DNMT3 metiltransferazdan yoksun olan fareler anormal
morfolojiye sahip olurlar ve gastrulasyondan hemen sonra olurler (218).

DNMT3b, DNMT3a’ dan farkl olarak sentromerik minor satellit tekrarlarinin
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metillenmesi igin gereklidir. Bu fonksiyonu evrimsel olarak korunmus olarak
ortaya c¢ikmaktadir. Ornegin; az bulunan otozomal resesif ICF
(Immunodeficiency- Centromeric Instability- Facial Anormalies) sendromlu
kisilerde DNMT3b’ de meydana gelen korunmus mutasyonlar, perisentrik
heterokromatinde hipometilasyona neden olmaktadir (107, 137). DNMT3a’
nin DNMT3a2 olmak Uzere 1 tane, DNMT3b’ nin de DNMT3b1, DNMT3b2,
DNMT3b3 ve DNMT3b6 olmak Uzere toplam 4 tane alt sinifi bulunmaktadir

(Sekil 6).

[ —
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(I —
Sekil 6: DNA Metil Transferaz (DNMT) ailesi

DNA metiltransferaz bes aile (iyesinin genel organizasyonunu gdstermektedir.
Dnmt1 N- ve C- terminal alanlari etkilesim halindedir. Fonksiyonel alanlarinin bir
kismi ve yapisal motifleri Dnmt1 ve Dnmt3’ (in N- terminal bélgesinde tanimlanir ve
bunlar PCNA baglayici domain (PCNA binding domain, PBD), hedef bir dizi
(targeting sequence, TS), sisteince- zengin boélge (C), polybromo homology domain
(PBHD), triptofan- zengin bélge (PWWP) ve diger sisteince- zengin bélge (C-rich)
olarak bilinirler. Diger dlsey cizgilerin i¢ kisminda, DNA metiltransferazlarin sadece
Motif I, IV ve X isimlendirilir. Baglayici bélge — 6 Glisin-Lizin (GlyLys) tekrari, Dnmt1’

in N- ve C- terminal bélgesi arasinda kisa ince bir yatay ¢izgi ile gésterilir (136).
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DNMT’ lar, DNA metilasyonu varliginda histon deasetilaz (HDAC) gibi
diger proteinlerle isbirligi icinde transkripsiyonel supresorler gibi gorev
yapabilmektedirler (222).

DNMT’ larin gen transkripsiyonun susturulmasi esnasinda, Histon
modifiye edici enzimler ve Metil-CpG Baglayan Proteinler (MBD) ile iligkili
bulunduklari gosterilmistir (134).

1.2.10 HISTON DEASETILAZLAR (HDAC) ve METIL-CpG BAGLAYAN
PROTEINLER (MBD)

Histonlar asetilasyon, metilasyon ve fosforilasyon gibi birka¢ ¢esit yol
ile modifiye olabilirler (138). Lizin kalintilarinda meydana gelen ve histon
asetiltransferazlar (HAT) ile katalize edilen histonlarin asetilasyonu, gen
transkripsiyonunun aktivasyonuyla iliskilidir. Histon deasetilaz (HDAC)
vasitasiyla katalize edilen histonlarin  deasetilasyonu ise gen
transkripsiyonunun susturulmasi ile iligkilidir (106, 122). HDAC’ lar, DNA
metilasyonu ve histon modifikasyonunun birbirine bagh oldugunu
kanitlamaktadir (69).

HDAC’ lar histon kuyruklarindaki lizin kalintilarini deasetile ederek
komsu histonlar arasindaki iligskiyi kolaylagtirirlar ve daha yogun olarak
paketlenmis bir kromatin yapisinin ortaya g¢ikmasini saglarlar. Bu yogun
paketlenmis yapi1 transkripsiyon faktorlerinin  DNA’ ya baglanmasini
engelleyerek gen ekspresyonunu baskilar.

ilk metil-CpG baglayici protein olan MECP2, metille CpG adalarina
baglanmak icin artmis affinite gdsterir; ayrica, Histon deasetilaz, HDAC1 ve
transkripsiyonel koreprosorlerin ortamda toplanmalarini saglamaktadir (233).

Son birkag yildir MECP2’ ye ek olarak metil baglayici proteinler (MBDs) tespit



46

edilmistir. Simdiye kadar dort tane MBD karakterize edilmistir ve MBD1-4
olarak adlandinimiglardir (295). MECP2 gibi, MBD2 ve MBD4 de
transkripsiyon baskilayicilari olarak gorev gorurler.

Tum Dbildiklerimizin yaninda vyine de gen susturulmasi igin
hipoasetilasyonun mu yoksa metilasyonun mu onemli bir basamak oldugu
anlasilamamistir.

1.2.11 DNA METILASYONUNUN FONKSIiYONU
DNA metilasyonunun bilinen iki dnemli fonksiyonu bulunmaktadir;
1. Gen ifadesinin baskilanmasi
2. Genom guvenligi ve yapisal butunliginin korunmasi

1.2.11.1 GEN iFADESININ BASKILANMASI

Metilasyondaki metil grubu baz egslesmesini etkilemez; fakat, DNA’ nin
bldyUk oluguna c¢ikinti yaptigindan protein-DNA etkilesimini etkiler (145, 244).
Genellikle omurgali genomunun metilasyonu, transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasini engellemekte ve bdylece transkripsiyonel susturulma ile
sonuclanmaktadir (279) (Sekil 7). Myc ve AP-2 gibi transkripsiyon
faktorlerinin  baglandiklari uygun duzenleyici dizilerindeki metilasyon, bu
faktorlerin DNA’ ya baglanmalarini engellemektedir (228). Ayni sekilde DNA
metilasyonu, ¢inko parmak proteini CTCF  (CTC binding factor) ve

imprintlenmis 1gf2/ H19 arasindaki iligskiyi de bloke etmektedir (110).

_ Proeee ? B 23

Sekil 7: Promoter bélgelerin  hipermetilasyonuna bagli  transkripsiyonel

susturulmasi; genom genelindeki hipometilasyona bagli transkripsiyonel aktivasyon.
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Bir genin ifade edilmesi icin 3 kriterin gerceklesmesi gereklidir,
1) Uygun transkripsiyon faktérlerinin ortamda bulunmalari,
2) Histonlarin asetile ve metillenmemis durumda olmalari,
3) ve CpG adalarindaki sitozinlerin metillenmemis olarak bulunmalari (279).

Gen susturulmasi, DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve
kromatinin yeniden dizenlenmesine baglh olmak Uzere 3 tane hipotez ile
aciklanabilir.

ilk hipotezde, DNA metilasyonunun histon modifikasyonlarini tetikledigi
disundlmektedir. DNMT3a ve DNMT3b tarafindan de novo metilasyon
gerceklesmekte ve buna takiben MECP2-Sin3a-HDAC’ dan olusan kompleks
histon deasetilasyonunu meydana getirmektedir. Yeniden dizenlenmis olan
bu kromatin Suv39h gibi histon metiltransferazlari aktif ederek, Histon 3’ Uin
9. pozisyonundaki Lizin aminoasit kalintisini (Lizin 9) (H3-K9) metile etmekte
ve bdylece kromatinin inaktif yapisi stabil hale getirmektedir.

ikinci hipotezde, histon metilasyonunun DNA metilasyonunu baslattigi
One surllmektedir. Metile H3-K9, Hp1 (methyl-lysine binding protein)’ i
ortama c¢agiran bir sinyal gibi iglev gorir; hem H3-K9 un metillenmesini
devam ettirir, hem de DNMT’ lari ortama ¢agirarak inaktif kromatinin stabil
olmasini saglar.

Uclinci  hipotezde, kromatinin  yeniden diizenlenmesi DNA
metilasyonunu baglatmaktadir. ATRX gibi proteinlerin DNA helikaz aktivitesi
nikleozomal DNA’ nin bogumlanmis yapisini gevseterek DNMT ve HDAC’

larin ortama gelmesini kolaylastirir (171) .
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1.2.11.2 GENOM GUVENLIGI VE YAPISAL BUTUNLUGUNUN
KORUNMASI

5-MeC’ nin memeli genomundaki dagilimi incelendiginde, buylk
cogunlugunun genomda yaygin ve metile oldugu gézlenmektedir. Me-CpG’
lerin gogunun L1 elemanlari, ALU elemanlari gibi parazitik DNA dizilerinin
(retrotranspozonlar) iginde yer aldiklari gorulmustir. Bu tekrarlayan diziler
CpG’ den zengindirler ve yaklasik olarak genomun % 40’ in1 olustururlar (44,
316). Retrotranspozonlarin ekspresyonu baskilamak i¢in DNA metilasyonu
bir savunma mekanizmasi gibi fonksiyon gorir ve buna bagh olarak
transkripsiyonel Unitelerdeki tekrarlayan elemanlarin DNA’ ya entegrasyonlari
engellenmis olur (316). DNMT1 geni igin homozigot mutant olan embriyonik
kok hucreleri sonradan transkribe edilmis tekrarlayan elemanlarin
hipometilasyonunu gdsterirler (297). Ayni zamanda mutant embriyonik kdk
hicrelerinin ve normal embriyonik kok hucrelerinin mutasyon hizi oranlari
kargilastirildiklarinda, mutant kdk hicrelerinin mutasyon oranlarinda on katlik
bir artis oldugu gdzlenir (40).

Tekrarlayan dizilerin azalmig metilasyonunun kromozomal instabiliteye
neden oldugu bilinmektedir. Ornegin perisentromik heterokromatin, normal
sartlar altinda, ylksek oranda metillenmis durumdadir; bu durumun,
kromozom konformasyonunu korudugu ve anormal rekombinasyonu
Onlemede o6nemli oldugu dustnulmektedir. Sentromerik heterokromatinin
hipometilasyonu, izokromozomlar, translokasyonlar ve delesyonlar gibi
kromozomal bozukluklarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (70). Burada

DNA metilasyonunun goérevi, rekombinasyon baslama bdlgelerinin bloke
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etmek veya kromatin yapisinin yogunlastirarak homolog rekombinasyonu
bastirmak oldugu disunilmektedir (81).

Metilasyon kanserin erken teshisi, siniflandiriimasi, prognozu ve
tedavisi ile ilgili olarak onemli bilgiler verdiginden, kanser arastirmalarinda
onemli bir yere sahiptir.

1.2.12 METILASYON VE KANSER

Tumoér hacreleri normal hicrelerle  karsilastirildiklarinda, DNA
metilasyon desenlerinde buyuk degisiklige ugradiklari gézlenmektedir. TUumor
hicrelerinde hipometilasyon c¢ogunlukla SINEs (short interspersed nuclear
elements) ve LINEs (long interspersed nuclear elements) gibi tekrarlayan
DNA dizilerinde, hipermetilasyon ise CpG adalarinda goériimektedir (216).
Metilasyona badli timoér gelisimi genom genelindeki hipometilasyon, CpG
adalarinin hipermetilasyonuyla timor supresor genlerin inaktivasyonu, ve
CpG dinukleotitlerindeki mutasyonlar olmak Uzere U¢ farkli mekanizma ile
gergeklesir.

1.2.12.1 GENOM GENELINDEKIi HIPOMETILASYON

Tamorlerin  genis bir cgesitliliginde gdzlemlenen hipometilasyonun
cogunlugu satellit dizilerde veya sentromerik bdlgelerde lokalize olan
tekrarlayan elemanlarda (SINEs ve LINEs) meydana gelir (70). LINEs,
genomda bulunan kararsiz DNA’ larin ¢ogu veya retrotranspozonlardir.
Kararsiz DNA’ larin hipometilasyonu transkripsiyonel aktivasyona neden
olmakta ve mesane kanseri gibi pek ¢cok kanser ¢esidinde ortaya ¢cikmaktadir
(1). Hipometile olma durumu kromozomal instabilite, transpozabl elemanlarin

reaktivasyonu ve imprinting kaybi yollari ile kansere neden olmaktadir.
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Genom genelindeki hipometilasyon hemen her insan tUmorini
aciklamaktadir (82). Ornegin; metastatik karaciger kanseri, servikal kanser,
prostat timorleri gibi solid timdrlerde, B-hucreli kronik lenfositik 16semi gibi
hematolojik timdrlerde bile hipometilasyon yaygindir (70). Kromozom 1 ve
16 Uzerindeki perisentrik heterokromatin bolgeleri, bagisiklik sistemi eksikligi
olan ve sentromerik instabiliteye sahip olan hastalarda ve pek ¢ok kanserde
hipometillenmis durumdadirlar (218).

1.2.12.2 TUMOR SUPRESOR GEN HIPERMETILASYONU

CpG adalari memeli genomunu olusturan genlerin promoter
bdlgelerinde metillenmemis halde bulunurlar; bununla birlikte, kanser
hicrelerinde promoter bolgelerinin  hipermetilasyonu timorlerde en fazla
g6zlenen epigenetik degisikliklerdir (Sekil 7). Metilasyona bagl olarak
promoter bolgenin transkripsiyonel susturulmasi kanser gelisimi ile iligkilidir
(146).

Knudson’ In iki alelik hedef (= double hit) hipotezine gore, bir timor
supresor geninin ekspresyon kaybina bagh olarak ortaya ¢ikan timor ancak
o genin her iki alelinin de inaktive olmasi sonucu gdézlenebilir (160). Yapilan
bircok calismada esey hucrelerinde kalitilan ilk mutasyondan sonra ikinci
alelin susturulmasinda en 6nemli mekanizmalardan birinin metilasyon oldugu
gOsterilmistir. Mutasyonlu alelin promoter bolgesinde herhangi bir degisiklik
olmazken, saglam alelde metilasyon sonucu inaktivasyon meydana
gelmektedir. Tumorlerde tumor stpresor genin bir aleli hipermetillendiginde,
genin diger alelinin mutasyonlu oldugu durumlar siklikla gézlenmektedir.

Promoter bdlge hipermetilasyonuna bagh olarak susturulan ve bdylece

kanserlere neden olan aday timor slpresor genlerinin buylyen bir listesi
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bulunmaktadir. Bu genler, énemli bir DNA tamir geni kodlayan O°-
metilguanin- DNA metiltransferaz (MGMT), bir hiicre donglsu regulatori
siklin- bagimh kinaz inhibitéri 2B (CDKN2B) olan p15 ve fonksiyonu
bilinmeyen bir proteini kodlayan RAS onkogenine baglanabilen RASSF1A’ yi
icermektedir. TUmor supresor grubunda onemli yerleri bulunan bu genlerin
susturulmalari sonucunda, o6rnegin DNA hasarinin tamiri uygun olarak
yapilamayacag icin, mutasyonlar ortaya gikacaktir. Ornegin, MGMT geninin
promoter bolge hipermetilasyonu, aktif bir enzimin sentezlenmesini engeller.
Bu durumda MGMT, DNA tamir enzimi olarak goérevini yerine getiremez ve
genomda tamir edilemeyen mutasyonlar artar. Bunlar genellikle G— A
degisimine neden olan mutasyonlardir. MGMT geni kolon, karaciger ve
lenfoid tUmorlerinde promoter bodlge hipermetilasyonuna bagh olarak
susturulmustur. Susturulmus MGMT alellerini iceren tumoérlerde, K-RAS ve
tumor protein p53 (TP53) gibi anahtar genlerin de mutasyonlardan etkilenmis
olduklari goérulmastir (71).

Yukarida bahsettigimiz ve Sekil 8’ de de gosteriien MGMT genine ek
olarak non-polipozis kolon kanserlerinin olusumunda rol oynayan MLH1 geni
de drnek olarak verilebilir. MLH1, bir yanhs eslesme (mismatch) tamir genidir
ve mikrosatellit instabilitesi olan sporadik timorlerde genellikle metillenmeye

bagli olarak susturulmustur (205).
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Sekil 8: MLH1 ve MGMT gibi DNA tamir genlerinin promoter bélgelerindeki CpG
adalarinin hipermetilasyonu genlerin inaktivasyonuna neden olabilir. MLH1’ in
promoter bélgesindeki hipermetilasyon mikrosatellit instabiliteye, MGMT geninin

promoter bélgesindeki hipermetilasyon ise G— A mutasyonlarinin artmasina neden
olur (222).

Ailesel tip kanser olusturan genlerin sporadik formlarinin %50’ sinin
hipermetilasyona bagl olarak susturulmus olmalarindan dolayi gelistikleri
gosterilmigtir. Von-Hippel Lindau sendromu (VHL), BRCA1 ve serin/treonin

kinaz 11 (STK11) bu genlerin bazilaridir (74, 124).

1.2.12.3 CpG DINUKLEOTIDLERINDEKi MUTASYONLAR

Bir genin kodlayan bodlgesi icinde kalan sitozinin metillenmesi
sonucunda da mutasyon olusabilir; ¢lnkld metile sitozinin kendisi de
mutajeniktir ve Sekil 9’ da gosterildigi gibi spontan hidrolitik deaminasyonu ile
C—T transisyonu ortaya cikabilir ve mutasyon gelisebilir (71). Somatik
hicrelerdeki TP53 tUmor supresor geninin kodlayan bdlgesindeki nokta

mutasyonlarinin % 50’ si metillenmis sitozinlerden kaynaklanir.
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Sekil 9:  Genlerin kodlayan bélgelerindeki sitozin metillenmesi mutasyon  oranini

arttirabilir. Clinki spontan hidrolitik deaminasyonu ile C—T transisyonu ortaya ¢ikabilir ve
metile CpG adalarinda mutasyon gelisebilir. Metillenmis sitozinlerin dalga boyu degisip
CC—TT mutasyonlari gelisebilir ve deri kanserine neden olabilir. Metillenmis sitozinlere
sigara dumaninda bulunan benzo(a) pyrene diol epoxide ve baska karsinojenler daha sik
baglanirlar ve G— T degisimi sonucunda mutasyonlar gelisir. MLH1: mutL homologue 1,
MGMT: O6- mehylguanine-DNA methyltransferase (222).

TP53 geninin kodlayan bdlgesindeki CpG dinukleotidindeki metil
grubunun varhgi, cilt kanserinin gelisimi esnasinda ultraviyole 1s1g1 (UV)
vasitasiyla olusan mutasyonlarin oranini arttirmaktadir (224). Metillenmis
sitozinin sogurdugu dalga boyu degisir ve gunes is1g1 araligina kayar, CC—
TT mutasyonlari gelisebilir ve deri kanserine neden olabilir (Sekil 9).

Metillenmis sitozinlere sigara dumaninda bulunan benzo(a) pyrene diol
epoxide ve bagka karsinojenler daha sik baglanirlar, DNA bilesikleri olusur ve
G— T degisimi sonucunda mutasyonlar gelisir (216).

Kisacasi, kanserde metilasyon degisiklikleri  transkripsiyonel

susturulma ve anahtar genlerin fonksiyonlarinin kaybi ile iligkilidir; ayrica,

mutasyon gelisimden de birebir sorumlu olabilir.
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DNA hipermetilasyonu, prostat kanseri dahil birgok kanserde meydana
gelen en yaygin ve en iyi karakterize edilen epigenetik degisikliktir (216).

1.2.13 PROSTAT KANSERINDE HIPERMETILASYON

Epigenetik mekanizmalar sonucu tUmor sUpresor genlerinin
inaktivasyonu, prostat kanserinin olusumuna neden olmaktadir. Prostat
kanserinde epigenetik mekanizma ile susturulmus olan genler Tablo 5 ve 6’
da godsterilmektedirler. Bunlarin belirlenmeleri prostat kanserinin tanisi igin
yararli olduklarindan iyi birer molekuler belirtegtirler.

Ras onkogenine baglanabilen RASSF1A (ras-association domain
family 1A, RASSF1A), Hlcresel Retinol Baglayici Protein (cellular retinol
binding protein 1, CRBP1), Adenomatdéz Polipozis Coli (adenomatous
polyposis coli ,APC) ve Retinoik Asit Reseptoru (retinoic acid receptor 32,
RARB2) gibi genlerin neoplastik ve iyi huylu hlcreler arasindaki metilasyon
seviyelerindeki farkliliklar dikkat c¢ekicidir (140, 141). Yapilan c¢alismalarin
sonugclarina gore, genlerin hipermetilasyonu morfolojik degisikliklerden dnce
meydana gelebilmektedir. Ayrica, prostat ve kolon kanserleri ile iligkili bazi

genlerin hipermetilasyonunun yas ile iligkili oldugu savunulmaktadir (133).
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Tablo 5: Prostat Kanserinde %50’ den Yiiksek Siklikta Metillenen Genler

Gen

Evre

Referans

Kanserojen Metabolizmasi

GSTPI

Tiimoér Gelisiminde Negatif Regiilator

b
S$10042

a

APC

HGPIN, primer &
metastatik

HGPIN, primer &
metastatik
HGPIN, primer &
metastatik

Steroid Hormon Reseptorleri

b
ERaA

ERaB
ERB

RARB2

Tiim evreler, hastaligin
ilerlemesi ile artan
siklik

Primer

Primer, metastazda
azalan siklik

HGPIN, Tiim evreler,
hastaligin ilerlemesi ile
artan siklik

‘Scaffolding’ Protein

Caveolin-  Primer

Ia

Hiicre Adhezyonu

CD44 Tiim evreler, hastaligin
ilerlemesi ile artan siklik

TIGI Tiim evreler, hastaligin
ilerlemesi ile artan
siklik

PTGS2 HGPIN, Pimer &
metastatik

Hiicre Biiyiimesi /Cogalmasi

MDRI

b
RASSFIA

ZNF185

NTRK?2
HIN-1
14-3-30
hSPRY2

Tiim evreler, hastaligin
ilerlemesi ile artan
siklik

HGPIN, primer &
metastatik

Tiim evreler, hastaligin
ilerlemesi ile artan
siklik

Primer

Primer & metastatik
Primer

Primer

Normal Gelisim

ab
EDNRB

Apoptoz
RTVPI/
GLIPR
CRBPI1

DcR1/
TRAILR3

Primer, metastatik

Primer

HGPIN, primer
Bilinmiyor

(Jeronimo et al. 2004c, Kang et al. 2004, Lin et al. 2001b,
Maruyama et al. 2002, Singal et al. 2004, Woodson et al. 2004a,
Yamanaka et al. 2003, Yegnasubramanian et al. 2004)

(Jeronimo et al. 2004c, Rehman et al. 2005)

(Jeronimo et al. 2004c, Kang et al. 2004, Maruyama et al. 2002,
Yegnasubramanian et al. 2004)

(Li et al. 2000, Sasaki et al. 2002)

(Sasaki et al. 2002)
(Nojima et al. 2001, Sasaki ef al. 2002, Zhu et al. 2004)

(Jeronimo et al. 2004b, Maruyama et al. 2002, Nakayama et al.
2001, Singal et al. 2004, Woodson et al. 2004b, Yamanaka et al.
2003)

(Cui et al. 2001, Woodson et al. 2004a)

(Kito et al. 2001, Lou et al. 1999, Singal et al. 2004, Verkaik et al. 2000,
Woodson et al. 2004a, Woodson et al. 2003, Woodson et al. 2004b)
(Zhang et al. 2004)

(Yegnasubramanian et al. 2004)

(Enokida et al. 2004, Yegnasubramanian et al. 2004)

(Jeronimo et al. 2004c, Kang et al. 2004, Kuzmin et al. 2002,
Maruyama et al. 2002, Singal et al. 2004, Woodson et al. 2004a,
Woodson et al. 2004b, Yegnasubramanian et al. 2004)

(Vanaja et al. 2003)

(Yamada et al. 2004)

(Krop et al. 2004, Shigematsu et al. 2005)
(Lodygin ef al. 2004, Mhawech et al. 2005)
(McKie et al. 2005)

(Jeronimo et al. 2003, Nelson et al. 1997, Singal et al. 2004,
Woodson et al. 2004a, Woodson et al. 2004b, Yegnasubramanian

(Ren et al. 2004)

(Jeronimo et al. 2004a, Jeronimo et al. 2004c)
(Shivapurkar ez al. 2004)
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Tablo 6: Prostat Kanserinde %50’ den Diisiik Siklikta Metillenen Genler

Gen Evre Referans

Tiimoér Gelisiminde Negatif Regiilator

T]MPSa’b HGPIN,primer& (Jeronimo et al. 2004¢, Yamanaka et al. 2003,
metastatik Yegnasubramanian ef al. 2004)

S10046 Primer& metastatik (Rehman et al. 2005)

Hiicre Adhezyonu

E-cad/ Tiim evreler, hastaligin (Kang et al. 2004, Li et al. 2001, Maruyama et al. 2002,

CDH- la ilerlemesi ile artan siklik Singal ef al. 2004, Woodson et al. 2003, Woodson et al.

2004b, Yegnasubramanian et al. 2004)

TSLC1l/ Primer (Fukuhara et al. 2002)

BL2/IGSF4

LAM-A3, Primer& metastatik (Sathyanarayana et al. 2003)

B3 & C3

Hiicre Biiyiimesi

NEP* Primer (Osman et al. 2004, Usmani et al. 2000)

CDHI3 Primer& metastatik (Maruyama et al. 2002)

Apoptoz

FHIT Primer& metastatik (Maruyama et al. 2002)

DAPK Primer&metastatik (Kang et al. 2004, Maruyama et al. 2002, Yamanaka et

al. 2003)

DcR2/ Bilinmiyor (Shivapurkar et al. 2004)

TRAIL-R4

Hiicre Dongiisii Kontrolii

Cyclin D2 Primer (Padar et al. 2003)

cox2 Primer (Kang et al. 2004)

p27/KIP1 Primer, metastatik (Kibel et al. 2001, Konishi ef al. 2002a)

pl 4b Primer (Kang et al. 2004)

pl6/ HGPIN,primer& (Jarrard et al. 1997, Jeronimo et al. 2004c, Kang et al.

CDKN2/ metastatik 2004, Konishi et al. 2002b, Maruyama et al. 2002,

INK4 Aa’b Yegnasubramanian et al. 2004)

Anjiyogenez

THBS1 Primer (153 et al. 2004)

Steroid Hormon Reseptorleri

AR Tiim evreler, hastaligin (Jarrard er al. 1998, Kinoshita et al. 2000, 205 et al.
ilerlemesi ile artan siklik 2000, Sasaki et al. 2002, Yamanaka et al. 2003)

DNA Tamiri

MGMTb HGPIN, primer & (Jeronimo et al. 2004c, 153 et al. 2004, Konishi et al.
metastatik 2002a, 190 et al. 2002, Yamanaka et al. 2003, 315 et al.

Transkripsyonel Diizenleme

RUNX3/ HGPIN, primer
AML2

2004)

(153 et al. 2004)

Primer prostat kanseri sadece organa sinirli degil ilerlemis tiimorleri de gosterir.

*Bu genler igin farkli metilasyon sikliklari rapor edilmistir ve farkli CpG adalarinin analizini yansitir.
®Bu genlerin metilasyonu iyi ve kotii huylu timérlerde ayni sikliklarda meydana gelir.

“Metilasyon sadece gen ifadesinin kayb ile iliskili 6rneklerde degerlendirilir.
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Promoter bolge hipermetilasyonu, birgok insan tumorunde
karsinogenezin ilk olgusudur. Prostat kanserinin ilerlemesinde birgok
metillenmis gen etkilidi. GSTP1, APC, RASSF1A, RARB2, CRBP1,
Metalloproteinaz Doku inhibitérii 3 (tissue inhibitor of metalloproteinase 3,
TIMP3), 0°- Metilguanin DNA Metiltransferaz (MGMT) ve Prostaglandin
Endoperoksidaz Sentez 2 (prostaglandin endoperoxidase synthase 2,
PTGS2) gibi. Bu gibi genlerin metilasyon sikliklari prostat kanserinin 6n
asamalarinda, yani daha blyuk bir timor kitlesi olusmadan, metaplazi ve
displazi asamalarinda saptanabilir. HGPIN ve hastaligin gelisme evresi
arttikga metilasyon sikliginin da yavas yavas arttigi gdézlenmektedir (141, 153,

190) (Sekil 10).
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Sekil 10: Bir gende meydana gelen epigenetik dedisiklikler ile olusan gen
susturulmasinda, timoér gelisiminin erken fazinda transkripsiyon seviyesinin
azalmasi ile yavag yavas baslar ve protein (riiniiniin minor bir azalmasina neden
olur. Bu azalan transkripsiyon, CpG adalarinin igine yayilan metilasyon ve komgu
heterokromatinin (sag ve soldaki siyah koéseli iki ok) dolayr CpG adalarinin
korunmasinda bir azalma gézlenir (kirmizi dikey oklar). Bu azalma CpG adalarinin
metilasyonunda asamali artiglar ile sonuclanir. Béylece farkli hiicrelerde ayni gen
kopyalari arasinda degisiklikler gbézlenebilir ve bir tiimér klonunda farkli diizeylerde

protein lreten hiicreler bulunur (222).
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Epigenetik gen susturulmasinda, once genin transkripsiyon duzeyinde
hafif bir azalma olur ve protein olusumunda da buna bagli olarak hafif bir
azalma goézlenir. Transkripsiyondaki azalma CpG adalarin korunmasindaki
azalmayi yaninda getirerek, yayillmis veya komsu heterokromatindeki CpG
adalarinin etkileri sonucunda metilasyonun gergeklesmesine neden olur.
Metilasyon gradiyal olarak artar; bdylelikle, gelisen bir timor klonunda farkl
dizeylerde metillenmis promoter bolgeye sahip ve farkh dizeylerde protein
ureten hicreler bulunur ve tumoér heterojen bir karakter kazanir. Bu durum,
farkh karakterlerdeki hicrelerin olusmasina neden olur; érnedin, metastatik
hicrelerin olusmasi gibi. Genetik gen susturulmasinda, gende bir mutasyon
gelisir ve buna bagl olarak ta fonksiyonel bir protein Uretilemez. Eger bu
mutasyon segici bir Ustunlige sahip ise ve kanser gelisimine neden oluyorsa,
her hlicre bolinmesinden sonra yeni olusacak olan hucrelere aktarilacaktir
ve yine fonksiyonel protein Uretimini engelleyecektir. Sonugta genetik gen
susturulmasinda klonalite gozlenirken, epigenetik gen susturulmasinda
heterojenite gézlenir.

GuUnumuzde, prostat kanserinde siklikla metillenmis olarak karsimiza
cilkan gen GSTP7 dir. GSTP1 metilasyonu timoére 6zgudur; hem yuksek
dereceli prostatik intraepiteliyal neoplazi (High grade prostatic intraepithelial
neoplasia, HGPIN) lezyonlarinda, hem de prostat timorlerinde ¢ok yaygindir
ve kanseri erken safhada ortaya ¢ikarmak igin énemli bir belirtectir.

Prostat kanserinde GSTn enziminin ifade kaybi sik goérilen bir
bulgudur ve GSTP7’ in susturulmasi dogrudan promoter bdlge

hipermetilasyonu ile iligkilidir (120, 141, 142, 170, 171). GSTn potensiyel

karsinojenlerin detoksifikasyonu ve konjugasyonunda gorev alir ve bu sekilde
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koruyucu aktiviteye sahiptir (116). GSTP7 in hipermetilasyon sonucu inaktive
olmasi, olgularin karsinojenlere karsi hassasiyetini arttirir ve bdylece baska
mutasyonlara ve DNA hasarina yatkinlik kazandirir (170, 171).

GSTP1 metilasyonu prostat kanserinin % 90’ inda, prostat kanserinin
oncu evresi HGPIN’ in % 50 - 70’ inde ve prostat intraepitelyal atrofi (PIA)
lezyonlarinin % 6’ sinda saptanmistir (15, 62, 205, 310). GSTP1
ekspresyonunun yukselmesi PIA’ nin 06zelligi olmasina ragmen, PIA
lezyonlarinda GSTP1 aktivite kaybi HGPIN’ e ve /veya adenokarsinoma
doénusmesine neden olabilir (56, 213). GSTP1’ in promoter bolgesindeki farkli
CpG adalarindaki metilasyon sikliginin hastaligin ilerlemesi suresince arttigi
g6zlenmistir (205).

GSTP1 promoter bolge hipermetilasyonu iyi bir prostat kanseri
belirtecidir; ¢lnkd, kansersiz prostat dokularinda metilasyon seyrek
g6zlenmektedir (29, 172, 197). GSTP1 hipermetilasyonu birgok meme ve
karaciger kanserinde teshis edilmesine ragmen, yine Urogenital sistem
timorlerinden, mesane ve bobrek kanserlerinde daha az siklikta teshis
edilmektedir (71, 72).

Tumor DNA’ sinin kanser hastalarinin  vicut  sivilarinda
saptanabilinmesinden beri, GSTP1 hipermetilasyonu 6nemli bir arastirma
parametresi olmustur. idrar, plazma ve serum gibi gesitli viicut sivilarinda var
olan ekstraselliler DNA’ daki gen metilasyonunun gosteriimesi ile daha az
invazif bir yontem olarak kullanilir hale gelmistir (30, 93, 141). Prostat
kanserinde @ GSTP1  hipermetilasyonun  belirlenmesinde  kullanilan

orneklerdeki 6zgulluk ve duyarliliklari Tablo 7’ de gosterilmigtir.
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Tablo 7: Prostat Kanserinde GSTP1 Promoter Bolge
Hipermetilasyonunun Belirlenmesinde Kullanilan Orneklerin Ozgiilliik

ve Duyarhhiklari

Gen Ornek Tipi Ozgiillik %  Duyarhlik % Referans

GSTP1 Biyopsi 75-100 75-100 Chu et al. 2002
Goessl et al. 2002
Jeronimo et al. 2002
Tokumaru etal. 2004
Zhou etal. 2004
Harden et al. 2003

idrar 82-100 18.8-76 Jeronimo et al. 2002
Gonzalgo et al. 2003
Plazma/serum 100 13-72 Jeronimo et al. 2002

Goessl et al. 2002

Ejakulat 100 50 Goessl et al. 2001

Goessl ve arkadaglari, kantitatif olmayan MSP metodunu kullanarak
prostat kanserli hastalarin plazma veya serum orneklerinin % 72’ sinde,
ejakulatin % 50’ sinde ve idrar orneklerinin % 36’ sinda GSTP1
hipermetilasyonunu saptamiglardir; ancak, iyi huylu prostatik hiperplazi’ li
hastalarin vacut sivilarinda metilasyon saptanamamigtir (93). Bu da
gOsteriyor ki, tumor dokusu igin oldukga 6zgul olan bu metilasyon durumu,
hastalarin  plazma veya serum  Orneklerinde yuksek oranda
saptanabilinmektedir (141, 142). Son yapilan c¢alismalarda, plazmadaki
GSTP1 metilasyon seviyesinin idrar ornegindeki metilasyona gore daha
yuksek oldugu gosterilmisgtir. Serbest tumor DNA’ sinin, periferik kanda
prostat kanal sistemine gore daha fazla bulunusu, kanserli hucrelerin
bulunduklari bolgelerden kan ya da lenf damarlari yoluyla bedenin baska
bolgelerine taginmalari ile iligkili oldugunu gostermektedir.

Prostat kanserinin belilenmesi icin  GSTP1 promoter bodlge
hipermetilasyonunun rolu sadece vucut sivilari ile sinirh degildir. Doku

ornekleri ile yapilan bir calismada 16 farkh genin metilasyon seviyeleri ve
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GSTP1, APC, RASSF1A, PTGS2 ve MDR1 genlerinin ¢esitli kombinasyonlari
calisiimis ve % 100’ e yaklasan duyarlilik ile % 92’ den fazla 6zgullige sahip
iyi huylu prostat dokusundan prostat kanseri ayirt edilebilmistir (315).

Metilasyon bakisinin  kanser calismalarindaki o6nemi giderek
artmaktadir; ¢clnkd, non-invazif yontemler ile kolay saptanabilen hipermetile
genler, in vitro olarak yeniden aktive edilebilmektedirler.

1.2.13.1 DNA Metilasyonunun Kaldiriimasi ile ilgili yeni Tedavi
Stratejileri

Epigenetik degisikliklerin gen ifadesinde degisiklige neden olduklari
bilindiginden beri, DNA metilasyonunun kaldiriimasi ile durumu eskisine
cevirmeye dayali degisik tedavi yollari aranmaktadir. Yakindan iligkili olan iki
ilag, 5-azacytidine (5-aza-C) and 5-aza-2'deoxycytidine (5-aza-dC /
Decitabine), in vitro sartlarda susturulan cesitli genlerin reaktivasyonunu
saglamak igin kullanilmaktadirlar (181, 205).

5- aza-C ve 5-aza-CdR sitozin analoglaridirlar; DNMT1 aktivite
yoklugunda DNA'’ nin sentezine neden olurlar ve DNA’ nin demetilasyonuna
yol agarlar (79, 281). Bu ilaglarin kullanimi, demetilasyonun bir sonucu olarak
susturulmus genlerin reaktivasyonlarini, kromatinin dekondensasyonu ve
hicresel farklilasma gibi birgcok degisikliklere neden olurlar (96).

Trichostatin A ve Butyrate gibi histon deasetilaz (HDAC) inhibitérleri,
metillenmis genlerin ifadesini aktif hale getirmek icin demetile ajanlar ile
birlikte kullaniimaktadirlar (31). Kanser tedavisinde metile edici ilaglarin klinik
yararlari, toksik etkileri nedeniyle sinirlidir (150). Glinumuzde, bu ajanlarla

hematolojik kanserlerde (AML) klinik basari saglanabilmektedir (96).
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Epigenetik ilaglar Tablo 8 de gosterildigi gibi iki grup igerisinde
siniflandinlabilinir.

Tablo 8 : Epigenetik Mekanizmalar Uzerinde Etkili Olan ilaglarin
Siniflandiriimasi (134)

DNA Metiltransferaz inhibitorleri

Niikleozid Analog inhibitérleri
5-Azacytidine (5-aza-CR)
Decitabine (5-aza-CdR)
Zebularine

Non-Niikleozid Analog inhibitérleri
Procainamide
Procaine
Epigallocatechin-3-gallate (EGCG)

Antisense Oligonlikleotidler

DNMT1 ASO

Histon Deasetilaz inhibitorleri

Hidroxamatlar
Trichostatin A
Suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA)

Sikliktetrapeptidler

Depsipeptide
Apicidin
Alifatik asitler
Valproic acid
Phenyl butyrate
Benzamidler
MS - 275
Cl —-994
Elektrofilik ketonlar
Trifluoromethyl ketones
a-Ketomides

DNMT, DNA metiltransferaz; HDAC, histon deasetilaz
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1.2.13.2 METILASYONUN ARASTIRILMASINDA KULLANILAN
METOTLAR

Sitozin metilasyonunun gdsterilmesi icin bircok teknik gelistiriimis ve
Ozellikle DNA dizisindeki metile sitozinin (5-MeC) hizli tanisina izin veren
bistlfit reaksiyonuna bagl metotlar gelistirilmistir.

Bisulfit reaksiyonu, ilk kez 1970’ li yillarin basinda tanimlanmig (115,
241) ve Frommer ve arkadaslari tarafindan kullanilarak, DNA’ daki sitozin ve
5- MeC arasindaki farkin ayirt edilmesi i¢in kullaniimigtir (80).

Bu metotta, ilk olarak DNA sodyum bisulfit ile muamele edilir ve DNA’
da sitozinler urasile donusturallr; ancak, 5-MeC’ ler ayni, yani sitozin
seklinde kalirlar (Sekil 11). incelenecek olan DNA dizisi, daha sonra bisiilfit
ile muamele edilmis DNA igin 6zgul primerler kullanilarak PCR ile amplifiye

edilir (43).

PCR

C — C

M =—> C

Bisilfit PCR

C ey || ey T

M & =— ] =—C

Sekil 11: Bisiilfit muamelesinin sitozin ve 5’-MeC (izerindeki etkisi.
Genomik DNA sodyum bislilfit ile etkilestirildiginde, metillenmemis sitozin urasil’

e dénlisiirken, metillenmis sitozin 5-MeC olarak kalir.
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5-MeC’ nin arastiriimasinda ilk bistilfit reaksiyonun uygulanmasindan bu
yana ayni prensibe dayanan Southern Blot (30) , Restriksiyon enzimi- PCR
(43), bisulfit DNA dizi analizi, metilasyona hassas tek nukleotid primer
uzamasi (Methylation-sensitive single nucleotid primer extension, Ms-
SNuUPE) (96), Restriksiyon belirte¢ genomik taramasi (Restriction landmark
genomic screening, RLGS), Diferansiyel metilasyon hibridizasyonu
(Differential methylation hybridization, DMH), DNA chip ve metilasyon-
spesifik PCR (Methylation specific PCR, MSP) (122) gibi birgok metot
gelistirilmigtir.

1.2.13.2.1 SOUTHERN BLOT

Southern Blot, DNA metilasyon analizi i¢cin en sik kullanilan
metotlardan biridir. Bu metotta, genomik DNA metilasyona hassas ve hassas
olmayan Hpall ve Mspl gibi endontkleazlarla kesilir. Potensiyel metillenmis
CpG adalari i¢in hedef dizinin analizi, uygun restriksiyon enzimlerinin dogru
secimi ile saglanir. Kesim sonrasi olusan fragmanlar agaroz jelde yurGtaltp,
membrana transfer edilirler ve hedef dizi icin 6zel bir prob ile hibridize
edilirler. Radyografi, hedef dizinin metilasyon bdlgesinin belirlenmesini
saglayan, beklenen buyuklikteki bantlarin varligini gosterir.

1.2.13.2.2 RESTRIKSiIYON ENZiMi- PCR

Genomik DNA metilasyona hassas ve hassas olmayan restriksiyon
enzimleriyle kesilir ve kesilen DNA, hedef bdlgeye 6zgll primerler
kullanilarak amplifiye edilir. Metilasyona hassas bir endonikleaz kullaniimis,
ve hedef dizi metillenmis CpG bolgeleri iceriyorsa, beklenen buyukllkteki
DNA’ nin PCR ile amplifiye edilmesi mimkin olur. PCR’ dan o&nce

metilasyona hassas olmayan bir endonukleaz kullaniimis ve hedef dizi yine



65

metillenmis CpG bdlgeleri igeriyorsa, bu sefer beklenen bulyukllkteki DNA’
nin PCR ile amplifikasyonu gerceklesemez. Bu metodun temel sarti; enzim
kesim isleminin tamamlanmis olmasidir. Diger sarti ise, birgok metillenmis ve
metillenmemis CpG bdlgesi hedef bdlgede yer aliyorsa, bulunan sonugclar
anlamsiz c¢ikabilir. Bu teknik, bir hedef dizideki DNA metilasyonunun
varhginin ilk siphesinde yararli olmaktadir.

1.2.13.2.3 BiSULFIT DNA Dizi ANALIZi

Bisulfit DNA dizi analizi ilk kez 1992 yilinda Frommer tarafindan
tanimlanmistir. Bu teknik, yalnizca 5-MeC’ lerin genomik DNA’ da
belirlenmesini saglayan kusursuz bir ydntemdir. Bu metotta, diger metotlarda
oldugu gibi, sodyum bisulfit muamelesiyle DNA’ daki metillenmis sitozinler
degismezken, diger tim metillenmemis sitozinler urasile dénutsurler. Modifiye
DNA igin 6zgul primerler kullanilir; tim urasillerin timine donustugu, sadece
5-MeC’ lerin sitozin olarak kaldidi primerler segilir. Amplifiye edilmis kisimlar
gerekli molekdllerin klonlanmasindan sonra, dizi analizine tabi tutulurlar.
Klonlama stratejisi aleller arasindaki metilasyon farkhliginin analizi igin
yararlidir (43). Bisulfit degisimi tamamlandiginda, bunun dogrulugunu
gOstermek cok 6nemlidir; ¢lnkd, metillenmis CpG bdlgesinin yakinindaki
sitozinlerin bistlfit muamelesine direncli olabildikleri rapor edilmistir (113).

1.2.13.2.4 METILASYONA HASSAS TEK NUKLEOTID PRIMER
UZAMASI (MS-SNuPE)

Tek nukleotid primer uzamasi ilk kez 1991 yilinda anormal alellerde
mutasyonlarin  belirlenmesinde Kuppuswamy tarafindan kullaniimigtir.

Gonzalgo ve Jones 0Ozgul CpG bdlgelerindeki metilasyon farkliliklarinin
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belirlenmesi icin bu metodu 1997 yilinda modifiye etmislerdir (Sekil 12) (98,

99).

DNA ornegi

\

-BisUlIfit Reaksiyonu

v

« BisUIfFitDNA igin
gzgll primerlerile PCR

* Agaroz Jel Elektroforezi
*izole PCR urunu

Metile Unm etile
cG TG
GC AC

*Ms-SNUPE Prim erleri

— —

GC AC

l *Primer Uzamasi

+32p.dcTP / \+ 32p.TTP

—_— —T*

GC AC

Sekil 12: Metilasyona Hassas Tek Niikleotid Primer Uzamasi metodu ile CpG

adalarindaki metilasyon diizeyinin belirlenmesi

CpG adalarindaki metilasyon duzeyinin kantitatif olarak belirlenmesini
saglayan hizli bir metottur (96). Bisulfit muamelesinden sonra hedef DNA
bdlgesi 6zgul primerlerle amplifiye edilir ve amplifiye DNA sonuglari MS-
SNuPE reaksiyonu igin kullanilir. Purifiye edilmig amplifiye DNA, ya
radyoaktif dCTP ya da dTTP ve DNA polimeraz ile inklbe edilir. Hedef bolge
metillenmis ise, bir sitozin nukleotid uzamasi suresince; metillenmemigse, bir
timin nikleotid uzamasi siiresince dahil edilir. iligkili sitozin ve timinlerin
toplam miktari, hedef bolgenin metilasyon durumunun belirlenmesine izin

verir.
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1.2.13.2.5 RESTRIKSIYON BELIRTEG GENOMIK TARAMASI
(RLGS)

DNA metilasyonunda CpG adalarindaki degisiklikleri genomun
tamaminda inceleme olanagi saglayan metod iki boyutlu jel elektroforezidir.
Genomik DNA, ¢ogunlukla CpG adalarinda bulunan, CpG dizilerini taniyan
metilasyona hassas 06zgull restriksiyon enzimleri ile kesildikten sonra jel
elektroforezinde yudrutulir ve ortaya cikan desen analiz edilir. Bu teknikle
CpG adalarinin ¢ogunun belirlenebilmesine ragmen, genlerin promoter
bdlgesinde olmayan CpG adalarinin belirlenmesi de bir dezavantajdir.

1.2.13.2.6 DIFERANSIYEL METILASYON HiBRiDIiZASYONU (DMH)

DNA-chip temelli bir metottur; genomik DNA’ nin énce metilasyona
hassas olmayan bir enzimle, ardindan da metilasyona hassas olan bir
enzimle kesilmesine dayanir. Meydana gelen urtnler PCR ile amplifiye edilir
ve Urlnler yuzeye baglanmis CpG adalari ile bir DNA-chip’ i Uzerine hibridize
edilirek degerlendirilir.

1.2.13.2.7 DNA-CHIP

Bu metotla hem histon deasetilasyonu, hem de promoter bodlge
hipermetilasyonunun inhibitorleri ile susturulmus genlerin yeniden ifadesi, ve
cDNA chip analizi saglanir. Bu metodun avantaji, bu degisim ile etkilenen
promoterler ve genlerin transkripsiyonel durumlari ile hipermetilasyon
bdlgelerinin tespitinin iligkili olmasidir. Dezavantaji ise, hipermetillenen CpG
adas! ve iligkili gen promoterinin genomik veri tabanlarinda her zaman

kolaylikla belirlenememesidir.
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1.2.13.2.8 METILASYON SPESIiFiK PCR (MSP)

MSP ilk kez J.G. Herman tarafindan tanimlanan yuiksek duyarlilia
sahip bir metottur. Bu metotta, bisulfit muamelesinden sonra metillenmis ve
metillenmemis DNA arasinda var olan dizi farkhligindan faydalanilir; bilsulfit
asamasindan sonra degisiklige ugramis promoter boélgesinin amplifikasyonu
icin metilasyona 6zgu olan ve olmayan farkli primer cgiftleri kullanilir (Sekil 13)
(222).

MSP, DNA metilasyonunun varliginin analizi i¢in niteleyici ve hizli bir

metottur.
Top T
Unmethylates] - - -~ ATTEAG
. ACCARG AUUGERG lTM:rE
ROCER3 ||||| =trand
TEICTC Bottom PCR
SEUENCE TORTTE i ATCARG
sarpke - TAECTC
ADOERE
p—— Denaturation BISJ.IH‘I!!E FCR
COMmersion
Top T|'|'|'|'r-'_ qrT
Matiylated - T - ' T _., TaaTrr
) ACMERE AUHEAG o
ACTGRE Baottom-strand
TEIHTC Eotlom FCR
TGIMTS TOEATU BELLL _'
€ ¥ “‘\.\‘ TIECTT
alllill
Man-methylation- Methylation-specitic priming
specitic priming
PCH with primers that PR with primers that cowver Cpcs
dix not cover CpGs
200 oD oo Qo oo
Bisulphite genomic sequencing MSP M=P
and cthar technigues mathylated raaction urmethylated reaction

Sekil 13: Bilsilfit asamasindan sonra degisiklige ugramis promoter bélgesinin
amplifikasyonu i¢in metilasyona 6zgli ve 6zgl olmayan primer ciftlerinin kullanimi.
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BOLUM II
2.1 GEREG VE YONTEM

2.1.1 Kontrol ve Calisma Grubu

Kontrol grubu, aralarinda akrabalik iliskisi bulunmayan toplam 55
saglikli erkek olgudan olusturuldu; yas ortalamalari 55,13 £+ 6,89’ du.

Calisma grubu, 2005 — 2006 vyillari arasinda, Ege Universitesi Tip
Fakiltesi Uroloji Anabilim Dali’ na basvurup, klinik olarak prostat kanseri
tanilari konmus 50 olgudan olusturuldu. Calisma grubunu olusturan 50
olgunun yas ortalamasi, 67,64+ 6,34 olarak saptandi.

Buna gore, 55 sagdlikli birey ve 50 prostat kanserli olgudan olusan iki
grubun toplam yas ortalamasi 61,38 £ 6,62’ di.

Calismaya katilan her olgu “Goéndlld Olur Formu” nu imzalayip,
calismaya katilmayi kabul etti. Ayrica, her olgudan EDTA’ |1 tuplere 3’ er ml
olmak Uzere toplam 4 tlp kan 6rnegi alindi. Katilanlara tibbi 6zge¢cmigleri ile
ilgili sorular soruldu ve bilgileri kaydedildi.

Calisma protokoliimiiz Ege Universitesi Tip Fakiltesi Arastirma Etik
Kurulu tarafindan 27. 09. 2005 tarihli ve 05 -9.1/14 sayil karari ile onaylandi.

2.1.2 GSTP1 lle105Val Gen Polimorfizminin Analizi

Arastirmadaki amacimiza uygun olarak secilen kontrol ve calisma
grubu olgularinin DNA’ lari izole edildikten sonra, GSTP1 lle105Val
polimorfizmi analizi i¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) gerceklestirildi.
PCR Urini PCR sonrasinda, istenmeyen yan drunlerinden arindirildi.
Restriksiyon enzim kesimi sonrasinda GSTP1 lle105Val polimorfizmi igin
genotipleme asamasina gecildi. Bu polimorfizm ayni zamanda LightCycler

(LC) cihazi kullanilarak da analiz edildi.
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2.1.2.1 GSTP1 lle105Val Gen Polimorfizmi Analizi Esnasinda

Kullanilan Cihazlar (Tablo 9)

Tablo 9: Kullanilan Cihazlar

CiHAZ

MARKASI

Bio Doc Analyse Transiliminator
Termal Cycler (PCR cihazi)
LightCycler real-time PCR cihazi
Yatay Jel Tanki ve Duzenegi
Derin Dondurucu (-20°C)
Elektroforez Gli¢ Kaynagi
Hassas Terazi

inkiibatér

Kuru IsI Blogu

Mikrodalga Firini

Otoklav

Otomatik Mikropipetler

Santrifuj

Buzdolabi

Thermocycler

Biometra (ABD)
Techne Genius

Roche Applied Science
Biometra (ABD)

ugur

Biometra (ABD)
Stanton

Eppendorf

Eppendorf

Samsung

Aesculap

Finnpipet (10, 20, 100, 200, 1000 pl)
Heraus

Siemens

Thermo

2.1.2.2 GSTP1 lle105Val Gen Polimorfizmi Analizi Esnasinda

Kullanilan Kimyasal Maddeler (Tablo 10)

Tablo 10: Kimyasal maddeler

KiIMYASAL MADDE

MARKASI

6x Mavi/Turuncu YUkleme Boyasi
Agaroz (Low EEO)

dNTP Karigimi, 4X20mM

EDTA

Etanol
Glasial Asetik Asit
Isopropanol

Millipore Agaroz
Taqg DNA Polimeraz Enzimi (5 U/ul)

Tris

MBI Fermantas
MBI Fermantas
MBI Fermantas
MBI Fermentas

J.T. Baker
Merck
Applichem

Applichem
MBI Fermantas

MBI Fermentas
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2.1.2.3 GSTP1 lle105Val Gen Polimorfizminin Analizi Esnasinda

Kullanilan Hazir Kitler

2.1.2.3.1 DNA izolasyonu Kiti

Kontrol ve c¢alisma grubu olgularinin periferik kanindan DNA

izolasyonu igin High Pure PCR Template Preparation Kit' i (Roche Applied

Science, Germany) kullanildi.

High Pure PCR Template Preparation Kit icerigi:

1.

Baglanma Cozeltisi (Binding Buffer) : 4 M urea, 200 mM NaCl, 200
mM EDTA, pH 7.4, 25°C
Proteinaz K
inhibitér Uzaklastirici  Coézelti (Inhibitor Removal Buffer): 5 M
guanidine-HCI, 20 mM Tris-HCI, pH 6.6, 25°C (20 ml etanol ilave
edildikten sonra kullanildi)
Yikama Cozeltisi (Wash Buffer) : 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5,
25°C (80 ml etanol ilave edildikten sonra kullanildi)
Elusyon Cozeltisi (Elution Buffer) : 10 mM Tris, pH 8.5, 25°C
High Pure filtre tapleri
Toplama (Collection) tupleri

2.1.2.3.2 PCR Uriinleri Piirifikasyon Kit’ i

PCR sonrasi elde edilen PCR urindnden, istenmeyen yan urtnlerinin

uzaklastiriimasi igin purifikasyon islemi gergeklestirildi. Bunun igin, High Pure

PCR Product Purification Kit’ i (Roche Applied Science, Germany) kullanildi.

High Pure PCR Product Purification Kit icerigi

1.

Baglanma Cdzeltisi (Binding Buffer) : 3M guaninidine-thiocyanante, 10

mM Tris-HCI, % 5 etanol (v/v), pH 6.6 (25°C)
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2. Yikama Cozeltisi (Wash Buffer) : 20 mM NaCl,, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5
(25°C) (40 ml etanol ilave edildikten sonra kullanildi)
3. Elisyon Codzeltisi (Elution Buffer) : 10 mM Tris-HCI, pH 8.5 (25°C)
4. High Pure filtre tipleri
5. Toplama (Collection) tupleri
2.1.2.3.3 LightCycler Hibridizasyon Prob Kiti
GSTP1 geninin lle105Val polimorfizmini LC ile saptamak igin
LightCycler Hibridizasyon Prob Kit’ i kullanildi.

LightCycler Hibridizasyon Prob Kit icerigi

1. LightCycler DNA Master Hibridizasyon Probu (10X)
2. MgCl, (25mM)
3. H20: PCR derecesindeki saf su
2.1.2.4 GSTP1 lle105Val Gen Polimorfizminin Analizi Esnasinda
Kullanilan Primerler
GSTP1 geninin PCR metodu ile amplifikasyonlari igin, genlere 6zgul
primer dizileri secildi ve sentez ettirildi (Interactiva, Germany).
2.1.2.41 GSTP1 lle105Val Polimorfizmi Analizinde Kullanilan
Primer Cifti
GSTP1 geninin lle105Val polimorfizmini saptamak igin secilen
primer cifti ile 176 baz ciftlik (b¢) bir DNA fragmani amplifiye edildi.
GSTP1 lleri Primer: 5”- ACC CCA GGG CTC TAT GGG AA -3~
GSTP1 Geri Primer: 5”- TGA GGG CAC AAG AAG CCC CT -3~
Liyofilize halde ve 0.02 umol sentez skalasinda ticari olarak satin
alinan GSTP1 ileri primeri, 100 pmol/ul hacimde olacak sekilde firmanin

Onerisi olan 232 ul; GSTP1 geri primeri ise 225 pl, PCR igin uygun safliktaki
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steril distile su eklenerek ¢6zuldi ve 50 pl’ lik esit hacimler halinde -20°C’ de
muhafaza edildi.
2.1.2.4.2 GSTP1 lle105Val Polimorfizmi Analizinde LC igin
Kullanilan Primer Cifti
GSTP1 geninin lle105Val polimorfizmini LC ile saptamak i¢in segilen
primer ve prob ciftleri;

GSTP1 lleri Primer: 57~ ACC CCA GGG CTC TAT GGG AA -3~

GSTP1 Geri Primer: 5”- TGA GGG CAC AAG AAG CCC CT -3~

GSTP1 LC Red 640 probu: 5”- TGTGAGCATCTGCACCAGGGTTGGGC-3~
57- TGCAAATACATCTCCCTCATCTACACCAAC -3~

Liyofilize halde ve 0.02 umol sentez skalasinda ticari olarak satin alinan
GSTP1 ileri primeri, 100 pmol/ul hacimde olacak sekilde firmanin dnerisi olan
50 pl; GSTP1 geri primeri ise 50 pl, GSTP1 fluoresan probu, 20 pmol/ul
hacimde olacak sekilde firmanin 6nerisi olan 50 ul; GSTP1 LC Red 640
probu ise 49 ul PCR igin uygun safliktaki steril distile su eklenerek ¢ézuldu ve

50 ul’ lik esit hacimler halinde -20°C’ de muhafaza edildi.

—lleri primer
5”ACCCCAGGGCTCTATGGGAAGGACCAGCAGGAGGCAGCCCTGGTGGACATGGTGA
ATGACGGCGTGGAGGACCTCCGC TATG

—> —>
TGAGCATCTGCACCAGGGTTGGGCACTGGGGGCTGAACAAAGAAAGGGGCTTCTTGT
LC Red 640 probu

GCCCTCA 3~

Geri primer <«
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21.25 GSTP1 lle105Val Polimorfizmi Analizi Esnasinda
Kullanilan Restriksiyon Enzimi

GSTP1 geninin polimorfizm analizinde enzim kesimi asamasi igin,
Acinetobacter Iwoffi bakterisinden elde edilen Alw26! (BsmAlI) restriksiyon
enzimi segcildi.

Alw261 enzimi, toplam 5000 U ve 10 U/ul konsantrasyonda olacak sekilde
temin edildi. Alw261 ile birlikte, 1 ml 10x Tampon G [33 mM Tris-acetate (pH
7.9), 10 mM Magnesium acetate, 66 mM potassium acetate, 0.1 mg/ml BSA]
da bulunmaktaydi.

Alw26] restriksiyon enziminin tanima bdlgesi asagida gosterilmektedir:

2.1.2.6 GSTP1 lle105Val Gen Polimorfizminin Analizi Esnasinda
Kullanilan Belirtegc DNA

GSTP1 geninin PCR amplifikasyonu sonunda elde edilen Granin
bayUklik kontroll igin GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder (MBI Fermentas,
Germany) belirteg DNA olarak kullanildi.

Polimorfizm analizi igin, PCR 4rUnunun restriksiyon enzim kesimi
sonrasinda elde edilen DNA fragmanlarinin blyukluk saptanmasinda yine
ayni belirte¢ DNA'’ si kullanildi.

2.1.3 GSTP1 lle105Val Polimorfizmi i¢in Calisma Protokoli
2.1.3.1 Kandan DNA izolasyonu Asamasi
GSTP1 lle105Val polimorfizm tayinindeki ilk asama, periferik kandan

cam lifli filtreye nikleik asit baglama metoduna goére gergeklestirilen DNA
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izolasyonudur. Calismalar, ticari olarak satilan DNA izolasyonu Kkiti
protokolline gore gergeklestirildi.
Protokol, asagidaki basamaklardan olugsmaktadir:

1. EDTA’ I tiplere alinan kandan 200 pl alinip, uzerine 200 pl baglanma
¢cozeltisi ve 40 pl Proteinaz K ilave edilir; pipetle resuspanse edilerek
homojenizasyon saglanir.

2. Tupler, 6nceden 72°C’ ye ayarlanan kuru 1si blogunda 10 dakika
inkibasyona birakilir.

3. inkiibasyon sonunda, karisim tizerine 100 pl izopropanol eklenir ve
pipeta;j ile iyice karigtirilir.

4. Eppendorf tlp iginde bulunan 6rnegin tamami, ‘collection’ tlp igine
yerlestirilmis filtreli tipln igine pipetlenir.

5. 8.000 rpom’ de 1 dakika santrifuj edilir.

6. Santriflij sonrasinda filtreli kisim yeni bir ‘collection’ tipune aktarilir.

7. Filtreli tpUn Uzerine 500 pl inhibitdr uzaklastirici ¢ozeltisi eklenir.

8. 8.000 rpm’ de 1 dakika santrifuj edilir.

9. Santriflij sonrasinda filtreli kisim yeni bir ‘collection’ tipUne aktarilir.

10. 500 pl yikama ¢ozeltisi eklenerek, 8.000 rpm’ de 1 dakika santrifij
edilir.

11. Filtreli tipler yeni collection tlplere aktarilir ve Uzerlerine ikinci kez
500 ul yikama ¢ozeltisi eklenir.

12. 8.000 rpm’ de 1 dakika santriftij edilir.

13. Santrifdj bittikten sonra, tlplerin alt kisminda biriken supernatant

uzaklastirilir ve tekrar 8.000 rpm’ de 10 saniye santriflij edilir.
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14. Filtreli tipler, temiz birer Eppendorf tipuln igine yerlestirilir ve 72°C’ ye
ayarlanmis kuru 1s1 blogunda 1sitilmis olan elisyon ¢ozeltisinden 200 pl
ilave edilerek 8.000 rpm’ de 1 dakika santrifuj edilir.

15. Santrifij sonrasinda filtreli tip atilir. Eppendorf tlpte geri kalan ¢ozelti
genomik DNA’ dir.

Cam lifli filtreye nUkleik asit baglama metoduna goére elde edilen
genomik DNA’ lar, GSTP1 lle105Val gen polimorfizminin tayininde kullanildi.
2.1.3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Polimeraz Zincir Reaksiyonu, herhangi bir organizmaya ait genomik
DNA’ da dizisi bilinen belirli bir bdlgenin ¢ogaltiimasina (amplifikasyon)
olanak veren in vitro DNA sentez yontemidir. PCR, 3 ana basamaktan olusur:

1. Amplifiye edilecek cift iplikli DNA’ nin yuksek sicaklikta denatirasyonu
(denaturation)

2. Primerlerin 6zgul hibridizasyona olanak saglayacak sicaklikta (Tm
degerinin  3-5°C altindaki sicaklik) hedef bolgelere baglanmalari
(annealing)

3. Tag DNA Polimeraz enziminin en yuksek aktivite gosterdigi 72°C
sicaklikta, zincirlerin primerlerden itibaren uzamalari (elongation)

PCR’ da ver alan bilesenler:;

1. Amplifiye edilecek hedef DNA dizisini iceren kalip DNA

2. Amplifiye edilecek hedef DNA dizisinin komplementeri olacak sekilde
secilmis kisa primerler

3. Termostabil karakterde Taqg DNA Polimeraz enzimi.
Hedef bdlgeye 6zgul uygun primer ciftinin (ileri ve geri primer) dogru

secimi olduk¢ca dénemlidir. Primerler, genomik DNA’ daki hedef bdlge ile
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hibridize olabilen, 15-20 nukleotid uzunlugunda, sentetik olarak sentez
edilmig tek zincirli oligonukleotidlerdir. Denaturasyonun ardindan primerlerin
baglanma asamasindaki Tm (erime derecesi) degerinin saptanmasi, PCR
reaksiyonunun gerceklesmesi agisindan buyuk oneme sahiptir ve yandaki
formul ile kolayca hesaplanir; Tm=4°C(G+C) + 2°C(A+T).

Zincirin uzama reaksiyonunu gergeklegtiren Tag DNA Polimeraz
enzimi, Thermus aquaticus bakterisinden elde edilen, optimal aktivitesini
72°C’ de gosteren ve 94°C’ de bile aktivitesini kaybetmeyen bir enzimdir. Taq
DNA polimerazin gorevi, tek zincirli DNA’ ya baglanmis komplementer
dizilerden itibaren DNA’ yiI c¢ogaltmaktir. Polimeraz enzimleri, aktivite
gosterebilmek igin, Mg®* iyonlarina ihtiyag duyarlar; Mg®* iyonlari, Tagq
enziminin kofaktérli olarak islev gorurler. Bu nedenle, en uygun MgCl,
konsantrasyonunun olugturulmasi gerekmektedir. Magnezyum
konsantrasyonunun fazla oldugu reaksiyonlarda hatali eslesmeler meydana
gelirken, eksik oldugu reaksiyonlarda yeterli miktarda hibridizasyon
gerceklesmemektedir. Primerler ile bagslatilan ¢ift sarmal olusumu, hedef
zincirin Tag DNA polimeraz tarafindan dNTP' lerin (deoksinukleotid trifosfat)
kullanilarak uzatiimasiyla devam etmektedir. dNTP’ ler (dATP, dGTP, dTTP,
dCTP) Tag DNA polimerazinin substratlaridir. Zincir, tek iplikli hedef DNA’
nin komplementeri primer ile baslar ve Tag DNA polimeraz, ortamdaki dNTP’
leri kullanarak bu zinciri uzatir. Tek iplikli DNA cift iplikli forma gelir. PCR
denatlrasyon, baglanma ve uzama adimlarinin tekrarlarina dayanan 20-40
doéngu sonrasinda tamamlanir ve sonunda hedef DNA’ nin milyon kopyasi

olusturulur.
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2.1.3.2.1 Glutatyon- S Transferaz P1 i¢in PCR
Glutatyon- S Transferaz P1 (GSTP1) geninin kodladigi GSTr proteinin
105. kodonda, Adenin’ in Guanin’ e transisyonu sonrasinda, izolésinin Valine
degisimine neden olan polimorfizmin tespiti amaciyla, polimorfizmi iceren 176
b¢.” lik bir gen bdlgesi PCR ile ¢ogaltildi. Her bir ornek icin, daha d6nce
otoklavda sterilize edilen 0.5 ml’ lik PCR tupunde 50 I’ lik bir PCR reaksiyon

karigimi hazirlandi:

Bilesenler Hacim Son konsantrasyon
MgCl; (25 mM) 3,0 pl (1.5 mM)
GSTP1 lleri primer (100 uM) 1,0 ul (100 puM)
GSTP1 Geri primer (100 uM) 1,0 ul (100 puM)
dNTP Karigsim (2 mM) 5,0 ul (0.2 mM)

10x PCR Tamponu 5,0 ul (1X)

Taq DNA Polimeraz (5 U/ul) 0,4 ul (1U)

Steril Distile Su 29,6 pl

izole genomik DNA 5,0 ul

Toplam hacim 50,0 pl

Hazirlanan karisim daha sonra PCR cihazina yuklenerek, istenilen gen

bolgesi ¢cogaltildi.

GSTP1 amplifikasyonu icin belirlenen PCR protokoli:

Denaturasyon 95°C’de 10 dakika
Amplifikasyon

55°C’ de 30 sn baglanma

94°C’ de 30 sn denatlrasyon
45 dongu
72°C’ de 30 sn uzama

Son uzama 72°C’ de 10 dakika

Sogutma 4°C’ de o0 Sonsuz
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2.1.3.2.2 GSTP1 lle105Val Polimorfizminin LC igin Termal
profili:
GSTP1 polimorfizmini  belirlemek i¢cin  kullanilan termal profil;
denatlrasyon, amplifikasyon, erime egrisi analizi ve sogutma parametreleri
olarak belirlendi ve ayarlari LightCycler cihazina kaydedildi.

2.1.3.2.2.1 DENATURASYON

PARAMETRE DEGER
Déngli Sayisi 1
Analiz Modu Yok
1.Segment
Hedef Isisi (°C) 95°C
Inkubasyon zamani [dk] 10
Isi gecis orani [°C/sn] 20°C
Ikincil Hedef Isisi (°C) 0
Basamak Biiyikligi (°C)
Basamak Geciktirmesi 0
(déngli)
Okuma modu Yok
2.1.3.2.2.2 AMPLIFIKASYON
PARAMETRE DEGER
Dbéngli Sayisi 45
Tipi Kantitasyon
1.Segment | 2.Segment 3.Segment
Hedef Isisi (°C) 95°C 60°C 72°C
Inkubasyon zamani [sn] 5 10 7
Isi gecis orani [°C/sn] 20°C 20°C 20°C
Ikincil Hedef Isisi (°C) 0 0 0
Basamak Biyuklaga
(°C) 0 0 0
Basamak Geciktirmesi
(déngii) 0 0 0
Okuma modu Yok Tek Yok




2.1.3.2.2.3 ERIME EGRISI ANALIZI
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PARAMETRE DEGER

Déngui Sayisi 1

Tipi Erime Egrileri

1.Segment | 2.Segment 3.Segment

Hedef Isisi (°C) 95°C 50°C 80°C

Inkubasyon zamani

e y 2 0 0

Isi gegis orani [°C/sn] 20°C 20°C 0.2°C

Ikincil Hedef Isisi (°C) 0 0 0

Basamak  Bulydklugu

(°C) — | 0 0 0

Ba:sanzak Geciktirmesi 0 0 0

(déngdi)

Okuma modu Yok Yok Devamli

2.1.3.2.2.4 SOGUTMA

PARAMETRE DEGER

Déngli Sayisi 1

Analiz Modu Yok

1.Segment

Hedef Isisi (°C) 40°C

Inkubasyon zamani [sn] 30

Isi gecis orani [°C/sn] 20°C

Ikincil Hedef Isisi (°C) 0

Basamak Biiytikligi (°C) 0

Basamak Geciktirmesi

(d6ngui) 0

Okuma modu Yok

PCR Karigiminin Hazirlanmasi:

Bilesenler Hacim Son konsantrasyon
MgCl; (25 mM) 1.6 pl (4 mM)
GSTP1 lleri primer (100 uM) 1.0 pl (Tpmol/ul)
GSTP1 Geri primer (100 uM) 1.0 ul (Tpmol/ul)
GSTP1 Fluoresan probu (20 uM) 1.0 ul (0.05 pmol/ul)

GSTP1 LC Red 640 probu (20 uM)

Hibridizasyon probu (10X)
Steril Distile Su

Master mix hacmi

izole genomik DNA
Toplam hacim

1.0 pl
1.0 ul
2.4 ul
9.0 ul

+1.0 pl

10.0 pl

(0.05 pmol/ul)
(1X)
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LightCycler cihazina uygun ve 6zel camdan yapilmis kapiller tapler
onceden sogutulmus 6zel adaptdrlerin iclerine yerlestirildi. PCR karisimi her
bir hasta ornegi icin hazirlandiktan sonra, Uzerlerine hasta ornekleri
pipetlendi ve kapiller tuplerin agizlan plastik tikac ile kapatildi. Kapiller
tUplerdeki reaksiyon karigiminin tamaminin kapillerin ucuna toplanmasini
saglamak igin, tipler adaptorleri ile birlikte 3.000 rpm’ de 3 saniye santrifij
edildi. Cam kapiller tupler adaptorlerden cikartilarak, o6rnek tepsisine
yerlestirildi; Uzerinde artik 6rneklerin bulundugu tepsi LightCycler cihazina
yerlestirildikten sonra ¢aligsma baslatildi.

Her calismada, reaktifin kontrolli igin pozitif bir DNA kontroll, ve
kontaminasyonun kontroll i¢in de saf su negatif kontrol olarak kullanildi.
2.1.3.3 PCR Sonrasi % 2’ lik Agaroz Jel Elektroforezi

GSTP1 geninden PCR sonrasinda elde edilen Urinun bayukliguna
kontrol etmek amaci ile, jel elektroforezi gergeklestirildi. Bunun igin, PCR
arind %2’ lik agaroz jelde yurutiulerek, jel gorintileme ve dokimantasyon
sisteminde goéruntilendi.

2.1.3.4 PCR Uriiniiniin Saflastiriimasi

PCR ile c¢ogaltilan GSTP1 geninin % 2’ lik agaroz jelde kontrol
edilmesi sonrasinda, 176 bg.’ lik dogru Urininun yani sira, yaklasik 100 bg.’
lik istenmeyen yan Grin de elde edildi. PCR optimizasyonu saglanamayinca,
GSTP1 PCR UrGnunun saflastiriimasi gergeklestirildi.

PCR Uriiniiniin Saflastirilma Asamalari:

1. PCR urunu, steril distile su ile 100 yl hacime tamamlanir.
2. PCR Uranua Uzerine 500 ul baglanma ¢ozeltisi eklenir ve iyice resuspanse

edilip, filtreli tipe aktarilr.
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3. 13.000 rpm* de 1 dakika santrifiij edilir ve toplanan sivi atilir.

4. 200 ul yikama ¢ozeltisi eklenip, 13.000 rpm’ de 1 dakika santriflj edilir ve
toplanan sivi uzaklastirilir.

5. Filtreli tip, Eppendorf tiplne yerlestirilir. 50 ul elisyon ¢dzeltisi eklenir ve
13.000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilir. Eppendorf tipte kalan ¢ozelti saf
PCR aranudur.

GSTP1 PCR urinunitn saflastiriimasi sonrasinda elde edilen saf Grdnu
test etmek amaciyla, 6rnekler tekrar % 2’ lik agaroz jelde kosuldu. Dogru
bant blyudkligundeki fragmanin  disindaki  GrGnlerin  gbézlenmemesi
sonrasinda enzim kesimi agsamasina gegildi.

2.1.3.5 Restriksiyon Enzim Kesimi ile Polimorfizm Analizi

Restriksiyon enzimleri, ¢ift sarmal DNA’ yi 6zgul tanima bdlgelerinden
kesip DNA analizlerine olanak veren énemli enzimlerdir. Bakteriye 6zgul olan
bu enzimler, cift iplikli DNA (dsDNA) Gzerinde 6zgun bir bdlgeyi tanimakta ve
dsDNA’ nin her iki zincirindeki fosfodiester bagini keserek DNA’ yi tanidiklari
kesim noktalarindan pargalara ayirmaktadir.

PCR ve PCR udruninun saflastiriimasi sonrasinda % 2’ lik agaroz jelde
uygun bant buyudkligune sahip trln tespit edildikten sonra, GSTP1 lle105Val
polimorfizm analizi restriksiyon enzim kesimi sonucuna gore gergeklestirildi.

2.1.3.51 GSTP1 Polimorfizm Analizi i¢in Restriksiyon Enzim
Kesimi

GSTP1 geninin PCR ile ¢ogaltilan 176 bg.’” lik hedef bdlgesi, Alw261
restriksiyon enzimi igin uygun bir kesim bolgesi icermemektedir. Eger hedef
gen bolgesinde A — G degisimi varsa (kirmizi ile gosterilen bdlge), bir kesim

yeri olusmakta ve amplifikasyon UrinU bu yerden kesilmektedir.
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Alw261 restriksiyon enziminin 176 bg.’” lik GSTP1 PCR Uranundeki
tanima bélgesi (kirmizi ile isaretlendirilmis) ve kesim noktasi ({) asagida

gosterilmektedir.

—> lleri primer

5”ACCCCAGGGCTCTATGGGAAGGACCAGCAGGAGGCAGCCCTGGTGGACATGGTGA
ATGACGGCGTGGAGGACCTCCGCTGCAAATACATCTCCICTCATCTACACCAACTA

TGTGAGCATCTGCACCAGGGTTGGGCACTGGGGGCTGAACAAAGAAAGGGGCTTCTT
GTGCCCTCA -3~

Geri primer <—

GSTP1 geninden elde edilen PCR Urlinunun Alw26/ restriksiyon enzimi
ile kesimi sonucunda, ve olgularin genotipine goére elde edilecek bantlar
asagida belirtiimektedir:

a. Polimorfizmi bulunmayan, yabanil genotipteki olgulardan 176 bg.
blayukligunde tek bir DNA fragmani,
b. Polimorfizm igin heterozigot olan olgulardan 176 bg., 91 bg. ve 85 bg.
blayukligunde G¢ DNA fragmani,
c. Polimorfizm icin homozigot olan olgulardan 91 bg. ve 85 bg.
blayukligunde iki DNA fragmani elde edilmektedir.
2.1.3.5.1.1 GSTP1 Restriksiyon Enzim Kesimi Uriinlerinin
Degerlendirilmesi
GSTP1 geninin PCR ile c¢ogaltilan 176 bg.” lik bdlgesinin Alw26/
restriksiyon enzimi ile kesim reaksiyonu sonucu olusan Urunler, % 2’ lik
Millipore agaroz (NuSieve) jelde yuUrutuldikten sonra goéruntulendi ve

degerlendirildi.
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21.3.5.21 GSTP1 lle105Val Polimorfizminin  Sonuclarinin
Degerlendirilmesi

LC calismasi sonunda, erime egrisi analizinde olusan piklerin Tm
derecelerine goére homozigot yabanil, homozigot polimorfik ve heterozigot
genotipler ayirt edildi. GSTP1 polimorfizminin 6lcimi Kanal 2’ den (F2)
gerceklestirildi.

Heterozigot genotip iki farkh Tm derecesinde iki pike sahipken;
homozigot polimorfik ve homozigot yabanil genotipler belirli bir Tm
derecesindeki tek bir pike sahiptirler (Tablo 11).

Tablo 11: GSTP1 lle105Val Polimorfizmi Alellerinin Tm Degerleri ve

Genotiplendirilmeleri

KANAL 2 (F2)
GSTP1 lle105Val Genotiplendirmesi
. Piklerin Tm Pikler
Hedef DNA Pik Saysi Degerleri Arasindaki AT
Yabanil genotip 1 o
lleflle 68.0°C -
Heterozigot genotip 2 68.0°C 3.5°C
lle/Val 64.5°C )
Homozigot 1
polimorfik genotip 64.5°C -
Val/Val

21.4 KULLANILAN KIMYASAL GOZELTILER VE
GOZELTILERIN HAZIRLANISI
2.1.4.1 Ethidyum Bromiir Hazirlanmasi
10 mg/ml stok soliisyon elde etmek igin, 1 g ethidyum bromid 100 ml

steril distile suda ¢6zuldi ve karanlik ortamda 4°C’ de saklandi.
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2.1.4.2 dNTP Hazirlanmasi

Amplifikasyon esnasinda denattre edilen zincirlerin tamamlanmasinda
kullanilacak olan deoksinUkleotit trifosfatlar (ANTP’ ler) esit oranda dATP,
dGTP, dCTP, dTTP’ lardan olusur.

2 mM konsantrasyondaki stok solUsyonunun hazirlanmasi igin dNTP’
ler distile suda sulandirildi, kiigik hacimlere (10-15 6rneklik) bolinda ve -
20°C’ deki derin dondurucuda saklandi.

Bunun icin dATP, dCTP, dGTP ve dTTP’ nin her birinden 4 pl olmak
uzere toplam 16 pl ANTP ve 184 pl steril distile su pipetlendi.
2.1.4.3 TAE (Tris-Asetat-EDTA) Tamponu
Konsantre stok sollsyon olarak 50x TAE hazirlandi.

50x TAE;

242 gr Tris
57.1 ml Glasial Asetik Asit
100 ml 0.5 M Na,EDTA (pH 8.0) kullanilarak hazirlandi.

242 gr Tris, 500 ml saf su iginde ¢ozuldu. 57.1 ml Glasial Asetik Asit ve
100 ml 0.5 M EDTA eklendi, son hacim saf su ile 1 litreye tamamlandi.

% 2’ lik Agaroz ve Millipore agaroz igin kullanilan 1x TAE tamponu, 50x
TAE stok solisyondan 1 ml alinip, distile su ile 50 mI’ ye tamamlanmasi
suretiyle hazirlandi.

2.1.4.4 % 2’ lik Agaroz Jel Hazirlama

0.8 gr Agaroz, 40 ml 1xTAE igine ilave edildi ve mikrodalga firinda
eritildi. Tamamen homojen bir eriyik haline gelen jel iliklagtiktan sonra, 5 pli
Ethidyum Bromur (150 ul/lt 1x TAE) eklenip iyice karistirildi ve ylkleme

kuyularini olusturacak taragin da takili oldugu elektroforez transfer kabina
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dokuldd. Jelin 4°C’ de 15 dakika polimerlesmesini tamamlamasi beklendi. Jel
polimerize olduktan sonra, tarak cikarildi ve agaroz jelin bulundugu transfer
kabi elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tanki, jelin 1-2 mm Gzerini
kaplayacak sekilde 1xTAE tampon c¢oOzeltisi ile doldurulup, ornekler
kuyucuklara yuklendi.

< Birinci kuyucuga, 8 pl belirtec DNA yiiklendi (GeneRuler™ 50 bp DNA
Ladder).

2 Ikinci kuyucuga, 10 pl PCR Uriini + 2 pl turuncu 6x yiikleme boyasi [10
mM Tris-HCI (pH 7.6), % 0.15 orange G, % 0.03 xylene cyanol FF, % 60
glyserol, 60 mM EDTA; 6x Orange Loading Dye] karisimi yuklendi.

< Diger kuyucuklar da, 10 yl PCR UrGnG + 2 pl 6x yukleme boyasi karisimi
icerecek sekilde yuklendi.

< Son kuyucuga, tekrar 8 ul belirte¢c DNA yuklendi.

Gu¢ kaynagi 90V/25mA olacak sekilde ayarlanarak, jele yuklenen
ornekler 45 dakika yudrutuldd. Yaratme sonrasinda jel, Whatman Biometra
Biodoc Analyse jel gorUntileme, analiz ve dokimantasyon sistemi ile
gOruntilendi.

2.1.4.5 Enzim Kesimi i¢in Reaksiyon Karigsiminin Hazirlanmasi
GSTP1 PCR UranUnun restriksiyon enzimi ile muamelesi igin,
» PCR UrGnU 10 ul
» Buffer Tango 2 ul
> 2 Unite Alw26/ 0.2
eklendi. Karisim, steril 1.5 ml’ lik Eppendorf tuplerine konulduktan sonra,
toplam hacim steril distile su ile 20 plI' ye tamamlandi. Tapler, 2 saat sureyle

37°C’ de kuru 1sI blogunda inkube edildi ve inkiibasyon sonrasi, restriksiyon
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enzim kesimini inaktif etmek amaciyla, 65°C’ de 20 dakika inkibe edilip, -
20°C’ deki derin dondurucuya kaldirildi.

2.1.4.6 % 2’ lik Millipore Agaroz (NuSieve) Jel Elektroforezi

GSTP1 lle105Val polimorfizminin belirlenmesi igcin PCR UrUlnlerinin
Alw26! restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu elde edilen drinler % 2’ lik
Millipore agaroz jel elektoforezi ile degerlendirildi.

% 2’ lik Millipore agaroz hazirlamak icin, 0.8 g Millipore agaroz, 40 ml
1x TAE icerisine eklenerek, mikrodalga firinda ¢o6zildi. Bu asamadan
sonraki islemler, % 2’ lik agaroz ile ayni sekilde gergeklestirildi.

2.1.5 Metilasyonun Arastiriimasi

Metilasyon Spesifik PCR (MSP), ilk olarak 1996 yilinda Herman
tarafindan tanimlanmis ylksek duyarlihiga sahip bir metilasyon arastirma
metodudur. Metot, bisulfit ile muamele edilmis DNA’ nin metile ve unmetile
ayirimi yapabilen primerler yardimiyla ¢ogaltiimasi ve PCR sonuglarinin jelde

goéruntilenmesine dayanir.
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2.1.5.1 Metilasyon Analizi Esnasinda Kullanilan Cihazlar (Tablo

12)

Tablo 12: Kullanilan Cihazlar

CiHAZ MARKASI
Thermal Cycler Techne Genius
Vac-Man Laboratory Vacuum Manifold Promega
NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
Vakum Pompasi Millipore
Sogutmali Santrifi; Thermo
Vorteks Asons
Bio Doc Analyse Transiliminator Biometra (ABD)
pH metre MultiCal pH Meter
Buzdolabi Siemens
Derin Dondurucu (-20°C) Ugur
Elektroforez Gl¢ Kaynagi Biometra (ABD)
Hassas Terazi Stanton
inkiibatér Eppendorf
Kuru IsI Blogu Eppendorf
Mikrodalga Firini Samsung

Otomatik Mikropipetler
Santrifij

Thermocycler

Yatay Jel Tanki ve Dizenegi

Finnpipet (10, 20,100,200,1000 pl)
Heraus

Thermo

Biometra (ABD)

2.1.5.2. Metilasyon Analizi Esnasinda Kullanilan Kimyasal

Maddeler (Tablo 13)

Tablo 13: Kimyasal maddeler

KiMYASAL MADDE

MARKASI

Wizard DNA Clean Up

FastStart Taq DNA Polimeraz Enzimi

Metil Transferaz (CpG Metilaz)
Kloroform

Sodyum Bisulfit

Sodyum hidroksit

Hidrokinon

Glikojen

Amonyum asetat

Mineral Yag

Isopropanol

Etanol

Agaroz (Low EEO)

dNTP Karigimi

EDTA

Tris

Glasial Asetik Asit

6x Mavi/Turuncu Yikleme Boyasi
Millipore Agaroz

Promega

Roche Applied Science
New England Biolabs
Applichem
Applichem

Merck

Sigma

MBI Fermantas
Applichem

Sigma

Applichem

J.T. Baker

MBI Fermantas

MBI Fermantas

MBI Fermentas

MBI Fermentas
Merck

MBI Fermantas
Applichem
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2.1.5.3 Metilasyon Analizi Esnasinda Kullanilan Hazir Kitler
2.1.5.3.1 DNA izolasyonu Kiti
Kontrol ve galisma grubu olgularinin plazmalarindaki serbest DNA’
larinin izolasyonu i¢cin GSTP1 lle105Val polimorfizminin arastiriimasinda da
kullanilan High Pure PCR Template Preparation Kit' i (Roche Applied
Science, Germany) kullanildi.
2.1.5.3.2 DNA Wizard Cleanup Kit
Kontrol ve galisma grubu olgularinin bisulfit uygulamasi sonrasi DNA
izolasyonu i¢in DNA Wizard Cleanup Kit' i (Promega, USA) kullanildi.

DNA Wizard Cleanup Kit icerigi:

1. DNA Wizard Cleanup Resin: 100 ml
2. Wizard Mini kolonlar: 100 adet
3. Siringa tupleri: 100 adet

2.1.5.4 Metilasyon Analizi Esnasinda Kullanilan Primerler

GSTP1 gen promoterinin PCR metodu ile amplifikasyonlari igin,
bdlgeye 6zgul primer dizileri secildi ve sentez ettirildi (Interactiva, Germany).

Dis primerle (External Up, External Down) yapilan PCR islemi
sonucunda olusacak olan PCR Grandndn buyudkligua 153 bg’ dir. 2. PCR’ da
metile bolgelere 6zgul primerler (IntMe-S, IntMe-AS) ile yapilan PCR iglemi
sonucunda olusacak PCR UrGnunin buyUkliglu 92 bg’ dir; metile olmayan
bdlgelere o6zgul primerler (IntUn-S, IntUn-AS) ile yapilan PCR iglemi
sonucunda olusacak PCR Uranin bayukligu 99 bg¢’ dir. 1. PCR igin primer

baglanma derecesi 56°C, 2. PCR i¢in 59°C’ dir.
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Kullanilan Primer Dizileri:

GSTP-ExternalUp :57- GGG ATT TTA GGG YGT TTT TTTG-3*

GSTP-External Down: 5”- ACC TCC RAA CCT TAT AAA AATAATCCC-3*

GSTP-IntMe-S :57- TTC GGG GTG TAG CGG TCG TC -3*
GSTP-IntMe-AS : 57— GCC CCA ATA CTA AAT CAC GAC G-3*
GSTP-IntUn-S : 57- GAT GTT TGG GGT GTA GTG GTT GTT -3*
GSTP-IntUn-AS : 57-CCA CCC CAA TAC TAA ATC ACA ACA -3*

Liyofilize halde ve 0.20 umol sentez skalasinda ticari olarak satin alinan
GSTP-External Up, 100 pmol/ul hacimde olacak sekilde firmanin énerisi olan
1290 pl, GSTP-External Down ise 1300 pl, GSTP-IntMe-S 1290 ul ,GSTP-
IntMe-AS 1293 pl, GSTP-IntUn-S 1286 pl, GSTP-IntUn-AS 1290 pl olmak
uzere PCR igin uygun safliktaki steril distile su eklenerek ¢ozildu ve 1:5
oraninda dilie edilerek 50 pI’ lik esit hacimler halinde -20°C’ de muhafaza
edildi.

GSTP1 promoter bolge hipermetilasyonunun MSP metodu ile
arastirlmasinda 1. PCR’ da kullanilan External Up kirmizi, External Down
mor ile, 2. PCR’ da kullanilan GSTP-IntMe-S pembe ve GSTP-IntMe-AS
mavi ile isaretlenerek, asagidaki dizide gosteriimeye calisildi. 2. PCR’ da
kullanilan GSTP-IntUn-S ve GSTP-IntUn-AS’ nin dizileri, GSTP-IntMe-S ve
GSTP-IntMe-AS ile neredeyse ayni olduklarindan, yalnizca farkli olan bazlar
siraslyla lacivert ve yesil renk ile belirtildi.

- >
5”GGGACTCCAGGGCGCCCCTCTGCGGCCGACGCCCGGGGTGCAGCGGCCGCCGGGE
CTGGGGCCGGCGGGAGTCCGCGGGACCCTCCAGAAGAGCGGCCGGCGC

AGCGGGGCGGGACCACCCTTATAAGGCTCGGAGGC- 3~

e
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2.1.5.5 Metilasyon Analizi i¢gin Caligma Protokoli

2.1.5.5.1 Plazmadan Serbest DNA izolasyonu Asamasi

Calisma amacimiza uygun olarak secilen kontrol ve c¢alisma grubu

olgularindan, toplam 4 adet EDTA’ I tipe alinan 3’ er ml kandan 200 pl’ si

GSTP1

lle105Val polimorfizmi icin  genomik DNA izolasyonunda

kullanildiktan sonra, geri kalan kanin plazmasi ayrildi ve serbest DNA

izolasyonu igin kullanildi.

Protokol, asagidaki basamaklardan olugur:

1.

15 ml’ lik Falcon tuplerdeki 4 ml plazma Uzerine 2,5 ml doymus
amonyum asetat ilave edilir.

Karistirildiktan sonra sogutmali santrifujde 4°C’ de ve 3.000 rpm?’
de 10 dk santrifij edilir.

Santriflj sonrasinda dipte kalan hicrelerin alinmamasina dikkat
edilerek supernatant 15 ml’ lik yeni bir falkon tupe aktarilir.

Falkon tlpteki stipernatant miktari kadar Uzerine kloroform ilave
edilir.

Sogutmal santrifijde 4°C’ de ve 3.000 rpm’ de 10 dk santrifij
edilir.

Santriflj sonrasi supernatant yine yeni bir 15 ml’ lik falkon tlpine
alinir.

Uzerine 4 ml baglanma ¢ozeltisi ile 800 pl Proteinaz K ilave
edilip pipetle resispanse edilerek homojenizasyonu saglanir.
Ornekler, 6énceden 72°C’ ye ayarlanan kuru isi blogunda 10

dakika inktbasyona birakilir.
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9. inkiibasyon sonrasi érneklerin (izerine 2 ml izopropanol eklenir
ve pipetaj ile iyice karigtirilir.

10.Eppendorf tip icinde bulunan 6rnegin tamami, 500 plI’ lik
hacimler seklinde ‘collection’ tlp icine yerlestirilmis filtreli tGplere
aktarilr.

11.TUm 6rnek calisana kadar tupler her yikleme sonrasinda 8.000
rom’ de 1dk santrifij edilir.

12. Santriflij sonrasinda, eski collection tlp atilir ve filtreli kisim yeni
bir ‘collection’ tuplne aktarilir.

13.Filtre tGzerine 500 ul inhibitdr uzaklastirici ¢ozelti eklenir ve 8.000
rom’ de 1 dk santriftij edilir.

14. Santriflij sonrasinda, filtreli kisim yeni bir ‘collection’ tipe aktarilir.

15.500 ul yikama ¢ozeltisi ilave edilir ve 8.000 rpm’ de 1 dk santrifij
edilir.

16.Filtreli tipler yeni collection tuplerine aktarilir ve ikinci kez 500 pl
yikama ¢ozeltisi eklenir; 8.000 rpm’ de 1 dk santriflj edilir.

17.Santriflj bittikten sonra, tdplerin alt kisminda biriken sivi
uzaklastirihr ve 10 saniye 8.000 rpm’ de santriftij edilir.

18.Filtreli tupler, temiz bir Eppendorf tuplne yerlestirilir ve 72°C’ ye
ayarlanmis kuru is1 blogunda isitilan elisyon ¢ozeltisinden 50 pl
ilave edilerek 8.000 rpm’ de 1 dakika santrifuj edilir.

19. Santriflij sonrasinda filtreli tip atilir. Eppendorf tipln iginde kalan
cozelti serbest plazma DNA’ sidir.

20.Elde edilen serbest DNA - 86°C’ ye kaldirilarak, saklanir.
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2.1.5.5.2 NanoDrop Cihaz ile Nukleik Asit Konsantrasyonu ve
Kalite Olgiimii

NanoDrop® ND-1000 Spektrofotometresi ile kigik hacimli numunelerin yiksek
dogruluk ve tekrarlanabilirlikte dl¢giimleri yapilabilinmektedir. Patentli numune tutma sistemi
sayesinde kuvet kullanimina gerek kalmamaktadir. Bu sayede cihaz, ¢ok pahali olan
kdvetlerin kullanimina gerek olmadan oélcim zamanini kisaltmaktadir. Buna ilave olarak,
yuksek absorbans kapasitesi sayesinde kullaniclyr pek c¢ok dilisyon yapmaktan
kurtarmaktadir. Daha az diliisyon yaparak, ve daha énce harcanan ayni zaman igerisinde

¢ok daha fazla dlguim yapabilme olanagi saglamaktadir.

NanoDrop® ND-1000 Spektrofotometresi dogru ve tekrarlanabilir
sonuglar vererek 3.700 ng/ul' ye kadar konsantrasyondaki nukleik asit
orneklerini sulandirmaya gerek duymadan olgebilmekte ve bunu yapmak igin
cihaz, otomatik olarak ylksek konsantrasyonu tayin etmektedir. 0,2 mm 1sik
yolu kullanarak absorbansi hesaplamaktadir.

Serbest DNA'’ lar izole edildikten sonra ve bisulfit modifikasyonuna
geg¢meden oOnce konsantrasyonlari ve safliklari spektrofotometre ile
incelenmesi gerekir. DNA’ larin 6lgimU ng/ul cinsinden yapilir ve bisulfit

modifikasyonu igin 1ug DNA kullanilir.

Bir 6rnegin 6lgcim sonucu asagida gorulmektedir (Resim 1).
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Resim 1: NanoDrop Cihazi ile bir 6rnegin 6lglim sonucu.

2.1.5.5.3 Bisilfit Modifikasyonu
Bisulfit  modifikasyon  protokoli  asagidaki  basamaklardan
olusmaktadir:
1. 1 ug DNA steril distile H>O ile 50 pl’ ye tamamlanir
2. Karisimin tzerine 5 ul 2M NaOH eklenir
3. Cift zincirli DNA’ y1 denature etmek amaciyla 37°C’ de 10
dakika inkube edilir
4. Her tipe 30 pl 10 mM hidrokinon eklenir (50 ml distile suya 55
mg hidrokinon eklenerek her seferinde taze hazirlanir)
5. Her tape 520 pul 3M sodyum bisulfit eklenir (5 ml distile suya
1.88 gr sodyum bisulfit eklenerek hazirlanir ve NaOH ile pH 5.0’
a ayarlanir)
6. Karigim vortekslenir
7. Karigimin Ustu mineral yag ile tabaka olusturacak sekilde
kapatilir
8. 50°C’ de 16 saat inklbe edilir

9. Mineral yag pipet ile uzaklastirilir
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10. Uzerine 1 ml DNA Wizard Cleanup ¢ozeltisi eklenir

11. Karisim, DNA Wizard Cleanup ile birlikte gelen miniprep
kolona aktarilir

12. Vakum uygulanarak karigimin kolondan ge¢mesi saglanir
(Resim 2)

13. Kolona 2 ml % 80’ lik izopropanol eklenir

14. Vakum uygulanarak isopropanol’ Un kolondan ge¢mesi
saglanir

15. Kolon, 15 ml temiz bir tlpun Gzerine yerlestirilir

16. Uzerine 60-70°C’ ye isitilmig 50 pl distile su eklenir

17. Tup/kolon 14.000 rpom’ de 1 dakika santrifuj edilir

18. Orneklerin toplandigi tiipe 5.5 pl 3M NaOH eklenir

19. 5 dakika oda sicakliginda bekletilir

20. Ornek basina 1 pl glikojen + 17 ul 10M NH4Ac olacak sekilde
karisim hazirlanir ve her tipe 18 pl eklenir

21. Her tupe, tupteki karisim hacminin 3 kati kadar (yaklasik 200
ul) % 100 etanol eklenir

22. -20°C’ de 1-1.5 saat bekletilir.

23. 14.000rpm’ de 20 dakika santrifuj edilir

24. Supernatant pelete kadar atilir

25. 300 pul % 70’ lik etanol eklenir

26. 14.000 rpm ve 4°C’ de 5 dakika santrifuj edilir

27. Supernatant pelete kadar atilir

28. Tup 30 dakika kapadi acik sekilde, oda isisinda kurumaya

birakilir
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29. 20 pl bidistile su eklenir

30. Bisulfit modifikasyonuna ugramis DNA'’ lar -20°C’ de saklanir

" .‘_T%-"!E;@--

Resim 2: Millipore Vakum pompasi kullanilarak érneklere vakum uygulanir ve Vac-
Man Laboratory Vacuum Manifold cihazi’ na (Promega) ait kolonlardan gegmeleri

saglanir; filtreli tipte bisdilfit modifikasyonu gerceklestiriimis serbest DNA toplanir.

2.1.5.5.4 Metilasyon Spesifik-PCR (MSP)
Bisulfit ile muamele edilmis genomik DNA, metile ve unmetile
(metile olmayan) DNA’ ya 6zgil primerlerle cogaltiir. Once metilasyona
0zgul olmayan dis primerler yardimiyla istenilen promoter bdlgesi ¢ogaltilir.
Daha sonra elde edilen PCR UrlnuU kalip olarak kullanilarak, her érnek igin bir
tane metile DNA’ yi taniyan, ve bir tane de metile olmayan DNA’ yi taniyan

primer cifti ile 2. PCR islemleri gergeklestirilir.

2.1.5.5.4.1 PCR Reaksiyon Karigimi

1. PCR reaksiyon karisimi her érnek bagina agagidaki gibi hazirlanir.
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Hacim Son konsantrasyon

MgCl, (25 mM) 2 ul (1.5 mM)
GSTP1 External Down (20 uM) 0.5 u (1 pmol/ul)
GSTP1 External Up (20 uM) 0.5 u (1 pmol/ul)
dNTP (2mM) 1.25 ul (0.2 mM)
10X PCR Tamponu 25 ul (1X)
FastStart Taq Polimeraz (500 U/ul) 0.5 pl (2,5 U)
Steril Distile H,O 18.75 pul
Serbest DNA 4 ul
Toplam hacim 30,0 pul

1. PCR protokolu:

Denaturasyon 95°C’de 10 dakika

Amplifikasyon
95°C’ de
56°C’ de
72°C’ de

Son uzama 72°C’ de
Sogutma 4°C’ de

30 sn denaturasyon
30 sn baglanma 35 dongu

30 sn uzama

8 dakika
o0 Sonsuz

2. PCR reaksiyonunun karisimi her Ornek basina asagidaki gibi

hazirlanir.

Bilesenler

MgCl, (25 mM)

GSTP1 IntMe-S (20 pM)
GSTP1 IntMe-AS (20 pM)
dNTP (2mM)

10X PCR Tampon

FastStart Taq Polimeraz (500 U/ul) 0.5 pl

Steril Distile H,O
1. PCR UrinUnden
Toplam hacim

Hacim Son konsantrasyon
2 ul (1.5 mM)
05 ul (1 pmol/ul)
0.5 (1 pmol/ul)
1.25 ul (0.2 mM)
25 u (1X)

(2,5U)
20.75
2 ul
30,0 i

Ayni reaksiyon karigimi metile olmayan GSTP17’ nin amplifikasyon igin

IntUn-S ve GSTP1 IntUn-AS primerleri ile de hazirlanir.

2. PCR protokolu:
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Denatirasyon 95°C’de 10 dakika
Amplifikasyon

59°C’ de 30 sn baglanma

95°C’ de 30 sn denatlrasyon
35 dongu
72°C’ de 30 sn uzama

Son uzama 72°C’ de 8 dakika

Sogutma 4°C’ de 00 Sonsuz
2.1.5.5.5 MSP Sonrasi % 2’ lik Agaroz Jel Elektroforezi
GSTP1 gen promoterinin PCR’ | gercgeklestirildikten sonra elde
edilen Urdnin bOydklagunad kontrol etmek amaci ile, jel elektroforezi
gerceklestirildi. Bunun igin PCR Urunu %2’ lik agaroz jelde yurutulerek, jel
goéruntileme ve dokimantasyon sistemi ile goruntulendi.
2.1.5.5.6 Metilasyon Sonuglarinin Degerlendirilmesi
GSTP1 promoterinden elde edilen metilasyon spesifik PCR trininun,
% 2’ lik agaroz jelde yurutilmesi sonucunda olgularin metile veya metile

olmayan durumlarina gore elde edilecek bantlar asagida belirtimektedir:
a3 PCR’ da metile bolgelere 6zgul primerler (IntMe-S, IntMe-AS) ile

yapilan PCR iglemi sonucunda olusacak PCR Grununuan buyukliga 92 bg’ dir.
v 2. PCR’ da metile olmayan bolgelere 6zgul primerler (IntUn-S, IntUn-

AS) ile yapilan PCR islemi sonucunda olusacak PCR urlinun buyukligu 99

b¢’ dir.

21557 KULLANILAN KIMYASAL GCOZELTILER VE
COZELTILERIN HAZIRLANISI

2.1.5.5.7.1 3.9 M’ hk Amonyum Asetatin Hazirlanmasi



99

Stok sollsyonunu elde etmek igin, 100 gr amonyum asetat 30 ml
steril distile suda ¢6zildi ve 4°C’ de saklandi.

2.1.5.5.7.2 In Vitro Metillenmis Pozitif Kontrol DNA’ sinin

Hazirlanigi
IVD (in vitro metillenmis DNA) metilasyon c¢alismalarinda pozitif DNA
kontrolU olarak kullanilir. Bunun ic¢in, normal bir bireyin DNA’ si izole edilir ve
asagidaki basamaklara gére metillenir. IVD hazirlanirken DNA metilaz
yardimiyla DNA’ daki tim CpG dinukleotidleri metile hale getirilir. Calismada
bu amacla Sss/ methylase (CpG methylase) enzimi (32 mM, % 10 ethanol,
5mM H,S0,4), SAM ¢ozeltisi (S—adenosylmethionine Buffer) ve NEBuffer 2
(10X Buffer) kullanildi.
IVD hazirlamak igin asagidaki protokol uygulanir:
1. 50 pl normal bir bireyin DNA’ si tUzerine 150 ul steril distile H,O
pipetlenir.
2. 2.5l 32 mM SAM, 25 ul 10X Buffer, 12.5 pl (25 nite) Sss/ (Sss/
methylase kiti) eklenir.

3. Karigima 60 pl su eklenir.

4. 37°C’ de 4 saat inkube edilir.

5. Karisima 5 pl 32 mM SAM ve 6 pl Sss/ eklenir.

6. 37°C’ de 4 saat inkube edilir.

7. DNA izolasyon metoduyla ekstraksiyonu yapllir.

2.1.6 ISTATISTIKSEL ANALIZ YONTEMLERI
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Hasta ve kontrol gruplarinin GSTP1 lle105Val polimorfizminin PCR ve
LC cihazi ile analizi gerceklestirildikten sonra elde edilen bulgularin
degerlendiriimesinde kullanilan istatistiksel analiz testi Ki-kare Testi (xz)’dir.

Ki- Kare testi istatistikte en c¢ok kullanilan temel ornekleme
dagiliglarindan biri olup ¢ok cesitli uygulama alanlari bulunur. Saglik
arastirmalarinda da siklikla kullanilan ve en guvenilir bulunan analiz yontemi
Ki- kare testidir. Ki-kare analizi, gruplari ¢capraz tablo gozlerindeki g6zlenen
degerler ile beklenen degerler arasindaki farki dikkate alarak kargilastiran bir
testtir. Anlamlilik deg@eri, p<0.05’ tir.

GSTP1 promoter bolge hipermetilasyonunun analizi i¢in Ki-kare testi ve
Fisher’ in Kesin testi (Fisher’s Exact test) kullaniimigtir.

Fisher in Kesin testi saglik arastirmalarinda kullanilan bir analiz
yontemidir. Ki- Kare testi’ nin uygulanamadigi 6zel kosullarda kullanilan bir
testtir. Fisher’ in Kesin testi, gruplari ¢apraz tablo gozlerindeki gozlenen
degerler ile beklenen degerler arasindaki farki dikkate alarak karsilastiran
diger bir testtir ve 0.05" den kiguk ¢ikan p degerleri (iki yonll) istatistiksel

acgidan anlamli kabul edilir.

. BOLUM
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3.1 BULGULAR

3.1.1 Kontrol ve GCalisma Gruplarinin Genel Ozelliklerinin
Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analizleri

Kontrol grubu, aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan 55 saglikl
olgudan; calisma grubu ise E.U.T.F. Uroloji ABD’ da prostat kanseri tanilari
konmus 50 olgudan olusturulmustur.

Tam bireylerden, 4x 3 ml’ lik EDTA’ i tiplere alinmis olan periferik kan
orneklerinden genomik DNA izolasyonu yapildiktan sonra, GSTP1 geni igin
PCR reaksiyonu gercgeklestiriimis, Restriksiyon Fragman Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP) metodu ve gergcek zamanli bir PCR cihazi olan
LightCycler™ ile lle105Val polimorfizmi analiz edilmistir. Kontrol ve ¢alisma
grubu ile ilgili genel bilgiler, elde edilen bulgular ve istatistiksel analiz
sonuglari asagida belirtilmigtir.

3.1.1.1. Kontrol Grubu: Saglikl bireylerden segilerek kontrol grubuna
dahil edilen 55 olgunun yas ortalamasi 55,13 = 6,89 olarak saptanmistir.
Kontrol grubuna ait genel Ozellikler Tablo 14’ de, calismadaki toplam

yuzdeleri Grafik 1’ de ve yas ortalamalari da Grafik 2’ de verilmistir.

Tablo 14: Kontrol Grubuna Ait Genel Ozellikler

n %
Toplam 55 52
Yas Ortalama + SD* 55,13 £ 6,89

*SD: Standart sapma

3.1.1.2 Calisma Grubu: Prostat kanseri tanilari konmus bireylerden
olusturulan bu gruptaki 50 erkek olgunun yas ortalamasi 67,64 + 6,34 olarak

saptanmigtir. Calisma grubuna ait genel Ozellikler Tablo 15 de, calisma
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icindeki toplam ylzdesi Grafik 1’ de ve yas ortalamalari da Grafik 2’ de
verilmistir. Her iki grubun toplam yas ortalamalari ise 61,38 + 6,62 olarak
saptanmistir ve Grafik 2’ de verilmigtir.

Kontrol ve ¢alisma grubundaki olgulara ait veriler ve polimorfizm analiz

sonuglari Tablo 34 ve Tablo 35’ de ayrica ayrintili olarak verilmektedir.

Tablo 15: Calisma Grubuna Ait Genel Ozellikler

n %

Toplam 50 48
Yas Ortalama = SD* 67,64 +6,34
PSA

PSA<4 22 44

PSA 4-12 25 50

PSA= 12 3 6
Evre

Erken Evre (T1-T2) 33 66

Geg Evre (T3-T4) 17 34
Gleason Skor

Gleason Skor <7 18 34

Gleason Skorz 7 32 66

*SD: Standart sapma

% 48

@ Kontrol Grubu mCalisma Grubu
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Grafik 1: Kontrol ve Calisma grubunun ylGzdeleri

100
90
80
70
60
50 A
40
30 A
20 A
10

I Kontrol Grubu Il Calisma Grubu O Toplam

Grafik 2: Calisma ve Kontrol grubunun yas ortalamalari

3.2 Glutatyon S-transferaz P1 (GSTP1) lle105Val Polimorfizmine
Ait Bulgular
3.2.1 Glutatyon S-transferaz P1’ in PCR Amplifikasyonu
Kontrol ve ¢aligma grubunu olugturan olgularin genomik DNA'’ larindan
amplifiye edilen ve polimorfik bdlgeyi iceren GSTP1 genine ait 176 bg.” lik

PCR Urdnlerinin % 2’ lik agaroz jel goruntileri Sekil 14’ de verilmistir.
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Sekil 14: Kontrol ve galisma grubundaki bazi olgulara ait 176 bg.’ lik GSTP1
gen Urandnin % 2’ lik agaroz jel Uzerinde kosulmalarindan sonraki

gorantdleri.

B: Belirteg DNA (| GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder; MBI Fermentas, Germany); 1: No’ lu olgu,H9; 2: No’
lu olgu, H20; 3: No’ lu olgu, H13; 4: No’ lu olgu, H40; 5: No’ lu olgu, H37 ve 6: No’ lu olgu, K1, 7: No’ lu
olgu,K15; 8: No’ lu olgu, K43; 9: No’ lu olgu, K54, 10: No’ lu olgu, K38 ve 11: Negatif Kontrol.

3.2.2 Restriksiyon Enzim Kesimi Sonuglarina Gore Olgularin
GSTP1 lle105Val Polimorfizmi igin Genotiplendirilmeleri Ve Elde Edilen
Bulgular

Olgularin  GSTP1 lle105Val polimorfizmi (A > G) igin
genotiplendiriimeleri, RFLP iglemi sonrasinda GSTP7 durlnlerinden elde
edilen degisik buyuklik ve sayidaki DNA fragmanina gore gercgeklestiriimistir.
Buna gore, yabanil genotipe sahip olgular (lle/lle) 176 bg. buyukligtndeki tek
bir DNA fragmanina; GSTP1 lle105Val polimorfizmi icin homozigot olan
olgular (Val/Val) 91 bg. ve 85 bg. buyukligindeki 2 DNA fragmanina; ve
GSTP1 lle105Val polimorfizmi igin heterozigot olan olgular (lle /Val) 176 bg.,

91 bg., ve 85 bg. buyukligundeki 3 DNA fragmanina sahiptirler (Sekil 15).
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Sekil 15: Kontrol ve c¢alisma grubundaki bazi olgulara ait 6rneklerin,

restriksiyon enzim kesimi ve % 2’ lik NuSieve agaroz jelde kosulmalarindan

sonra, GSTP1 lle105Val polimorfizmi i¢in genotiplendiriimeleri.

B: Belirte¢ DNA (GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder; MBI Fermentas, Germany); 1 ve 5:No’ lu olgular
heterozigot (lle/Val), H15- K39; 2 ve 4: No’ lu olgular yabanil tip (lle/lle), H11 - K27; 3: No’ lu olgu
homozigot (Val/Val), H8 6: Negatif Kontrol.

3.2.3 LightCycler Sonucglarina Gore Olgularin GSTP1 lle105Val
Polimorfizmi igin Genotiplendirilmeleri Ve Elde Edilen Bulgular

GSTP1 lle105Val icin yabanil genotip, erime edrisi analizi sonrasinda
68.0£2°C’ de tek pik olusmasi ile belirlenmistir. Homozigot polimorfik genotipi
meydana getiren her iki GSTP1 alelindeki 313. nlkleotidin A — G
transisyonu, 64.5+2°C’ de tek pik olusturmasi ile saptanmigtir. Heterozigot
genotip ise 68.0+2 °C ve 64.5+2 °C’ lerde iki pikin olusmasi ile belirlenmistir.

GSTP1 lle105Val igin normal, heterozigot ve homozigot genotip

orneklerinin sonuglari Sekil 16, 17, 18’ de gosterilmektedir.
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Tm Calling

J Channel [640) = Color Compensation = Program (3] = |J Seltting: = Display =
Samples l )

Include | Color | Pos | Name | Melting Peaks

-(d/dT) Fluorescence (640)

s0 52 54+ &5 53 60 62 B4 ee B3 70 72 74 76 78
Temperature (°C)
W Tm1(58.35] W Tm3 - Tm5
Er tmz W Tm4 W TmbE

Sekil 16: GSTP1 lle105Val polimorfizmi yabanil genotip sonucu. 68.35°C’

deki kirmizi dikey c¢izgi ile isaretlenmis pik yabanil lle alelini gbstermektedir.
(Olgu No: H.23)

Tm Calling
J Channel (640] = Calor Compensation ~ Program (3] ~ |J Settings ~ Display -~
Samples | -

Include| EUIDr| Pos |Name | Melting Peaks
H K11

0.044 |

0.039-

0.034-

0.029-

0.024-{

0.019+

0.0144

0.009-

0.004-{

-(d/dT) Fluorescence (640)

-0.001

-0.006

-0.011+

-0.016+

-0.0214

s) 52 5S4 S5 S8 60 62 64 B8 B8 70 72 74 76 78
Temperature (°C)
W~ Tmil (5273 W T3 O Tms
O~ Tm2[E488) Wl Tma Wl TmE

Sekil 17: GSTP1 lle105Val polimorfizmi heterozigot genotip sonucu.
68.73°C’ deki kirmizi dikey cizgi ile isaretlenmis pik yabanil lle alelini, 64.88
°C’ deki yesil dikey c¢izgi ile igsaretlenmis pik polimorfik Val alelini
gostermektedir. (Olgu No: K.11)
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J Channel [E40] ~ Color Compenzation ~ Program [3] |J Settings ~ Digplay ~
Samples ‘ )

Include| Color | Pos | Mame: | Melting Peaks

0055
005
0,045
004

0.035

&
E 002
£ 0015
e
= 001
]
F oons

0.000
-0.005
-0.01

-0.015

50 52 sS4 55 s B) B2 b3 65 BB 70 72 74 76 78
Temperature (°C}
W~ Tmi (6429 | i I Tm5
B Tmz W Tmd W TmE

Sekil 18: GSTP1 lle105Val polimorfizmi homozigot genotip sonucu. 64.29°C’
deki kirmizi dikey ¢izgi ile isaretlenmis pik polimorfik Val alelini
gostermektedir. (Olgu No: H.34)

3.24 GSTP1 lle105Val Polimorfizminin Genotip ve Haplotip
Analizleri
3.2.4.1 Kontrol Grubu:
Toplam 55 olgudan olusan bu grupta, GSTP1 lle105Val
polimorfizmi i¢in 31 olgunun (% 56,4) yabanil (lle/lle), 21 olgunun (% 38,2)
heterozigot (lle/Val) ve 3 olgunun da (% 5,4) homozigot (Val/Val) genotipe
sahip oldugu saptanmistir (Tablo 16; Grafik 3). Kontrol grubunun alel sikhg,
83 adet Adenin (lle) (% 75,5) ve 27 adet Guanin (Val) (% 24,5) haplotipi

olarak belirlenmigtir (Tablo 16; Grafik 4).



3.2.4.2 Calisma Grubu:
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Prostat kanseri tanisi konmus 50 olgudan 19 olgunun (% 38,0)

yabanil (lle/lle), 27 olgunun (% 54,0) heterozigot (lle/Val) ve 4 olgunun da (%

8,0) homozigot (Val/Val)

genotipe sahip oldugu saptanmistir (Tablo 16;

Grafik 3). Calisma grubunun alel sikhidi, 65 adet Adenin (lle) (% 65,0) ve 35

adet Guanin (Val) (% 35,0) haplotipi olarak belirlenmistir (Tablo 16; Grafik 4).

Tablo 16: Kontrol ve Calisma Grubunda GSTP17 lle/Val Alel Sikhigi ve

Genotip Dagilimi

Alel Sikhgi
lle Val

GSTP1

Genotip Dagihmi

lle/lle lle /Val Val/Val

Kontrol grubu
(n=55)
Calisma grubu
(n=50)
Toplam
(n=105)

83 (% 75,5) 27 (% 24,5)

65 (% 65,0) 35 (% 35,0)

148 (% 70,2) 62 (% 29,8)

31(%56,4) 21(%38,2) 3(%5,4)

19 (% 38,0) 27 (% 54,0) 4 (% 8,0)

50 (% 47,2) 48 (% 46,1) 7 (%6,7)

100

a0

60

%
40

20 +

Yabanil Tip (I/I)

Heterozigot (/V) Homozigot (V/V)

@m Kontrol Grubu m Calisma Grubu @ Toplam

Grafik 3: Kontrol grubu ve g¢alisma grubunun GSTP1 lle105Val polimorfizmi

analiz sonuglarinin karsilagtiriimasi; genotip dagihmi.
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100
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40
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@ Kontrol Grubu m Calisma Grubu mToplam

Grafik 4: Kontrol grubu ve calisma grubunun GSTP1 lle/Val haplotip analiz

sonuglarinin karsilastiriimasi; alel sikhgi.

3.2.4.3 Kontrol ve Calisma Gruplarinin GSTP1 lle105Val
Polimorfizmi igin istatistiksel Analizi
Kontrol ve calisma grubunu olusturan olgular GSTP1 lle105Val
polimorfizmi acisindan karsilastirildiklarinda, iki grup arasinda anlamh bir fark
bulunamamistir (¢*=3,543, p>0,05). Ayni gruplar, GSTP1 lle/Val haplotip
analizi agisindan karsilastirildiklarinda da anlamlh bir fark bulunamamistir
(x*=2,889, p>0,05).
3.2.5 GSTP1 lle105Val Polimorfizminin Kontrol ve Calisma
Grubu igerisinde Yag’ a Gore Genotip Dagilimi ve Alel Siklig
3.2.5.1 Kontrol Grubu
GSTP1 lle105Val polimorfizminin kontrol grubundaki dagilimi
65 yasina esit ve 65 yasindan kuguk olgulara gore degerlendirildiginde, 48
olgudan 27’ sinin (% 56,3) yabanil (lle/lle), 19’ unun (% 39,6) heterozigot

(le/Val), 2’ sinin (% 4,1) homozigot (Val/Val) genotipte oldugu saptanmigstir
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(Tablo 17; Grafik 5). Alel sikligi ise 73 adet Adenin (lle) (% 61,9) ve 23 adet
Guanin (Val) (% 38,1) haplotipi olarak belirlenmigstir (Tablo 17; Grafik 6). 65
yastan buyUk olgularin dagilimi incelendiginde, 7 olgudan 4’ Gnin (% 57,1)
yabanil (lle/lle), 2’ sinin (% 28,6) heterozigot (lle/Val) ve 1’ inin (% 14,3)
homozigot (Val/Val) genotipte olduklari belirlenmistir (Tablo 17; Grafik 5). Alel
sikhgi ise 10 adet Adenin (lle) (% 71,4) ve 4 adet Guanin (Val) (% 28,6)
haplotipi olarak belirlenmistir (Tablo 17; Grafik 6).

Tablo 17:GSTP1 lle105Val polimorfizminin kontrol grubu igerisinde

yasa gore alel sikhgi ve genotip dagihmi

Alel Sikhgi Genotip Dagilhimi
YAS
lle Val lie/lle lle /Val Val/Val

Kontrol Grubu

Yag<65

(n= 48)

Yas>65
(n=7)

73(%76) 23 (%24) 27(%56,3) 19(%39,8) 2 (% 4,1)

10 (% 71,4)  4(%286) 4(%571) 2(%286) 1(%14,3)

100

g0

&0
Yo

20+

Yabanil Tip (I/T) Heterozigot (I/V) Homozigot (V/V)
B Yas=65 o Yas=65

Grafik 5: GSTP1 lle105Val Polimorfizminin Kontrol Grubu icerisinde
Yasa Gore Genotip Dagilimi.
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Grafik 6: GSTP1 lle105Val Polimorfizminin Kontrol Grubu icerisinde
Yasa Gore Alel Sikhgr.

3.2.5.2 Calisma Grubu

GSTP1 lle105Val polimorfizminin galisma grubundaki dagilimi
65 yasina esit ve 65 yasindan klguk olgulara gore degerlendirildiginde, 21
olgudan 6’ sinin (% 28,6) yabanil (lle/lle), 14’ Gnin (% 66,7) heterozigot
(lle/Val) ve 1’ inin (% 4,7) homozigot (Val/Val) genotipte oldugu saptanmigstir
(Tablo 18; Grafik 7). Alel sikligi ise 26 adet Adenin (lle) (% 61,9) ve 16 adet
Guanin (Val) (% 38,1) haplotipi olarak belirlenmigtir (Tablo 18; Grafik 8). 65
yastan blyuk olgularin dagilimi incelendiginde, 29 olgudan 13’ Unun (%44,8)
yabanil (lle/lle), 13’ inin (% 44,8) heterozigot (lle/Val) ve 3’ Unun (% 10,4)
homozigot (Val/Val) genotipte olduklari belirlenmigstir (Tablo 18; Grafik 7). Alel
sikhgi ise 39 adet Adenin (lle) (% 67,2) ve 19 adet Guanin (Val) (% 32,8)

haplotipi olarak belirlenmistir (Tablo 18; Grafik 8).
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Tablo 18:GSTP1 lle105Val polimorfizminin g¢alisma grubu igerisinde yasa
gore alel sikligi ve genotip dagilimi

Alel Sikhgi Genotip Dagilimi
YAS
lle Val lle/lle lle /Val Val/Val
Yag<65
26 (% 61,9) 16 (% 38,1) 6(%286) 14(%66,7) 1(%4,7)
(n=21)
Yag>65
(n=29) 39 (%67,2) 19(%32,8) 13(%44,8) 13(%44,8) 3 (% 10,4)
100
80
60
Y%
40
o, | T

Yabanil Tip (I/I)Heterozigot (/V)Homozigot (V/V)

B Yas=65 O Yas=>65

Grafik 7: GSTP1 lle105Val Polimorfizminin Calisma Grubu icerisinde Yasa
Gore Genotip Dagilimi.
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Grafik 8: GSTP1 lle105Val Polimorfizminin Calisma Grubu igerisinde Yasa
Gore Alel Sikligi.

3.2.5.2.1 GSTP1 lle105Val Polimorfizminin Kontrol ve Calisma
Grubu icerisindeki Yas Degerleri igin istatistiksel Analizi
Kontrol ve c¢alisma grubunu olusturan olgular GSTP1 lle105Val
polimorfizmi ve yas agisindan kargilastirildiklarinda, iki grup arasinda anlamli
bir fark bulunamamistir (y*=1,821, p>0,05). Ayni gruplar, GSTP1 lle/Val
haplotip analizi agisindan karsilastirildiklarinda da anlamh bir fark
bulunamamistir (¥*=0,309, p>0,05).
3.2.6 GSTP1 lle105Val Polimorfizminin Galisma Grubu igerisinde
PSA’ ya Gore Genotip Dagilimi ve Alel Sikhgi
GSTP1 lle105Val polimorfizminin ¢alisma grubundaki PSA’ nin
4’ den kuguk degerlere gore dagilimi incelendiginde, 3 olgudan 1’ inin (%
33,3) yabanil (lle/lle) ve 2’ sinin (% 66,7) heterozigot (lle/Val) genotipte
oldugu belirlenmigtir. PSA’ nin 4’ den kuguk degerleri icin homozigot (Val/Val)

genotipine sahip olgu bulunmamakta idi (Tablo 19; Grafik 9). Alel sikligi ise, 4
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adet Adenin (lle) (% 66,7) ve 2 adet Guanin (Val) (% 33,3) haplotipi olarak
belirlenmistir (Tablo 19; Grafik 10). PSA 4 ile 12 arasindaki degerlere gore
dagilimi incelendiginde, 25 olgudan 9 unun (% 36) yabanil (lle/lle) ve 16’
sinin (% 64) heterozigot (lle/Val) genotipte oldugu belirlenmigtir. PSA 4-12
degerleri igcin homozigot (Val/Val) genotipine sahip olgu bulunmamakta idi
(Tablo 19; Grafik 9). Alel sikhgi ise, 34 adet Adenin (lle) (% 68) ve 16 adet
Guanin (Val) (% 32) haplotipi olarak belirlenmistir (Tablo 19; Grafik 10). PSA
12’ ye esit ve 12’ den buylk degerlere gore dagihmi incelendiginde, 22
olgudan 10’ unun (% 45,5) yabanil (lle/lle), 8" inin (% 36,4) heterozigot
(lle/Val) ve 4’ inun (% 18,2) homozigot genotipte oldugu saptanmigstir (Tablo
19; Grafik 9). Alel sikhidi ise, 28 adet Adenin (lle) (% 63,6) ve 16 adet Guanin

(Val) (% 36,4) haplotipi olarak belirlenmistir (Tablo 19; Grafik 10).

Tablo 19: GSTP1 lle105Val polimorfizminin ¢alisma grubu igerisinde PSA’ ya

gore alel sikligi ve genotip dagilimi

PSA Alel Sikhgi Genotip Dagilhimi

lle Val lle/lle lle /Val Val/Val
PSA<4
(n=3) 4 (% 66,7) 2 (% 33,3) 1 (% 33,3) 2 (% 66,7) 0
PSA 4-12
(n=25) 34 (% 68,0) 16 (% 32,0) 9(%36,0) 16 (% 64,0) 0
PSA>12

(n=22) 28 (% 63,6) 16 (% 36,4) 10(%455) 8(%36,4) 4 (% 18,2)
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B PSA<4 B PSA 4-12 B PSA:12

Grafik 9: GSTP1 lle105Val Polimorfizminin Calisma Grubu igerisinde PSA’
ya Gore Genotip Dagilimi.
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Grafik 10: GSTP1 lle105Val Polimorfizminin Calisma Grubu igerisinde PSA’
ya Gore Alel Sikhigi.
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3.2.6.1 GSTP1 lle105Val Polimorfizminin Calisma Grubu
icerisindeki PSA Degerleri igin istatistiksel Analizi
Calisma grubunu olusturan olgular GSTP1 lle105Val polimorfizmi ve
PSA degerleri acisindan incelendiginde, ikisi arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir (¢*=7,239, p>0,05). Ayni gruplar, GSTP1 lle/Val haplotip
analizi agisindan karsilastirildiklarinda da anlamh bir fark bulunamamistir
(x*=0,200, p>0,05).

3.2.7 GSTP1 lle105Val Polimorfizminin Calisma Grubu
icerisinde Kanserin Gelisim Evresi’ ne Gére Genotip Dagilimi ve Alel
Sikhgi

GSTP1 lle105Val polimorfizminin ¢alisma grubundaki dagilimi kanser
gelisiminin erken evresi T1-T2’ ye goére incelendiginde, 33 olgudan 11’ inin
(% 33,3) yabanil (lle/lle), 20’ sinin (% 60,6) heterozigot (lle/Val) ve 2’ sinin (%
6,1) homozigot (Val/Val) genotipte oldugu saptanmigstir (Tablo 20; Grafik 11).
Alel sikhgi ise, 42 adet Adenin (lle) (% 63,6) ve 24 adet Guanin (Val) (%
36,4) haplotipi olarak belirlenmistir (Tablo 20; Grafik 12). Kanser gelisiminin
geg evresi T3-T4’ e gbre dagilimi incelendiginde, 17 olgudan 8’ inin (% 47,1)
yabanil (lle/lle), 7’ sinin (% 41,2) heterozigot (lle/Val) ve 2’ sinin (% 11,8)
homozigot (Val/Val) genotipte olduklari belirlenmistir (Tablo 20; Grafik 11).
Alel sikhgi ise, 23 adet Adenin (lle) (% 62,2) ve 11 adet Guanin (Val) (%

37,8) haplotipi olarak belirlenmigtir (Tablo 20; Grafik 12).
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Tablo 20: GSTP1 lle105Val polimorfizminin ¢alisma grubu igerisinde kanser

gelisim evresine gore alel sikhdi ve genotip dagilimi

Alel Sikhgi
EVRE

lle Val

Genotip Dagilimi

lle/lle lle /Val Val/Val

T1-T2 Evresi
(n=33)
T3-T4 Evresi

42 (% 63,6) 24 (% 36,4)

(n=17) 23 (% 62,2) 11 (% 37,8)

11 (% 33,3) 20 (% 60,6) 2 (% 6,1)

8(%47,1) 7(%412) 2(%11,8)

100

g0

60
%
40 -

Yabanil Tip (I/T) Heterozigot (I/V) Homozigot (V/V)

mT1-T2 Evresi

m T3 -T4 Evresi

Grafik 11: GSTP1 lle105Val Polimorfizminin Calisma Grubu icerisinde

Kanser Gelisim Evresine Gore Genotip Dagilimi.
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Grafik 12: GSTP1 lle105Val Polimorfizminin Calisma Grubu igerisinde

Kanser Gelisim Evresine Gore Alel Sikligi.

3.2.71 GSTP1 lle105Val Polimorfizminin Calisma Grubu

icerisindeki Kanser Gelisim Evresi Degerleri igin istatistiksel Analizi

Calisma grubunu olusturan olgular GSTP1 lle105Val polimorfizmi ve
kanserin gelisim evresi agisindan karsilagtirildiklarinda, ikisi arasinda anlamli
bir fark bulunamamistir (y*=1,797, p>0,05). Ayni gruplar, GSTP1 lle/Val
haplotip analizi agisindan karsilastirildiklarinda da anlamh bir fark
bulunamamistir (y*=0,022, p>0,05).

3.2.8 GSTP1 lle105Val Polimorfizminin Galisma Grubu igerisinde
Gleason Skor’ a Gore Genotip Dagilimi ve Alel Sikhigi

GSTP1 lle105Val polimorfizminin ¢alisma grubundaki dagilimi 7’ den
kiguk Gleason Skor a goére incelendiginde, 18 olgudan 8’ inin (% 34,4)
yabanil (lle/lle) ve 10’ unun (% 55,6) heterozigot (lle/Val) genotipte oldugu
saptanmistir; homozigot (Val/Val) genotipe sahip olgu bulunmamakta idi

(Tablo 21; Grafik 13). Alel sikligi ise, 26 adet Adenin (lle) (% 72,2) ve 10 adet
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Guanin (Val) (% 27,8) haplotipi olarak belirlenmistir (Tablo 21; Grafik 14). 7’
ye esit ve 7’ den blyluk Gleason Skor degerlerine gore incelendiginde, 32
olgudan 11’ inin (% 34,4) yabanil (lle/lle), 17’ sinin (% 53,1) heterozigot
(le/vVal) ve 4 Gnun homozigot (Val/Val) (% 12,5) genotipte oldugu
saptanmistir (Tablo 21; Grafik 13). Alel sikli§i incelendiginde, 39 adet Adenin
(lle) (% 60,9) ve 25 adet Guanin (Val) (% 39,1) haplotipi belirlenmistir (Tablo
21; Grafik 14).

Tablo 21: GSTP1 lle105Val polimorfizminin ¢alisma grubu igerisinde

Gleason Skor’ a gore alel sikligi ve genotip dagilimi

Alel Sikhgi Genotip Dagilimi
Gleason Skor
lle Val lle/lle lle /Val Val/Val
Gleason Skor<7
26 (% 722) 10(%27,8) 8(%344) 10 (% 55,6) 0
(n=18)
Gleason Skor>7
39(%60,9) 25(%39,1) 11(% 34,4) 17 (% 53,1) 4 (% 12,5)
(n=32)
100
a0
G50

%
40
20 -

Yabanil Tip (I/I) Heterozigot (/') Homozigot (V/V)

m Gleason skor <7 m Gleason skor=7

Grafik 13: GSTP1 lle105Val Polimorfizminin Calisma Grubu icerisinde

Gleason Skor Degerine Gore Genotip Dagilimi.
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Grafik 14: GSTP1 lle105Val Polimorfizminin Calisma Grubu igerisinde
Gleason Skor Degerine Gore Alel Sikhgi.

3.2.81 GSTP1 lle105Val Polimorfizminin GCalisma Grubu
icerisindeki Gleason Skor Degerleri icin istatistiksel Analizi

Calisma grubunu olusturan olgular GSTP1 lle105Val polimorfizmi ve
Gleason Skor’ u agisindan karsilastirildiklarinda, ikisi arasinda anlamli bir
fark bulunamamistir (y*=2,570, p>0,05). Ayni gruplar, GSTP1 lle/Val haplotip
analizi acisindan karsilastirildiklarinda da anlamli bir fark bulunamamistir
(x*=1,290, p>0,05).

3.3 Kontrol ve Calisma Gruplarinin GSTP1 Promoter Bodlge
Hipermetilasyonunun Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analizleri

Kontrol ve c¢aligma grubunu olugsturan olgularinin, normalde
metillenmemis halde bulunmasi gereken GSTP71 geni promoter bdlge
metilasyon durumlari, plazmalarindan izole edilen serbest DNA’ larindan
arastinimistir. Elde edilen bulgular ve istatistiksel analiz sonuglari asagida

belirtilmistir.
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3.3.1 Glutatyon S-transferaz P1 (GSTP1) Geni Promoter Bolge
Hipermetilasyonuna Ait Bulgular
Kontrol ve c¢alisma grubunu olusturan olgularin bisulfit ile
muamele edilmis serbest DNA’ larindan dis primerle (External Up, External
Down) yapilan PCR iglemi sonucunda 153 b¢’ lik PCR Urtnleri olusmustur.
Plazmadaki serbest DNA konsantrasyonu ¢ok dusik oldugundan 1.PCR
sonucunda goruntilenebilecek miktarda PCR drinud olusmamaktadir. 2.
PCR’ da metile bdlgelere 6zgul primerler (IntMe-S, IntMe-AS) ile yapilan
PCR iglemi sonucunda olusan 92 bg¢’ lik, ve metile olmayan bdlgelere 6zgul
primerler (IntUn-S, IntUn-AS) ile yapilan PCR iglemi sonucunda olusan 99 b¢’

lik PCR Urdnlerinin % 2’ lik agaroz jel goruntuleri Sekil 19 ve 20’ de

gOsterilmistir.

Sekil 19: Kontrol ve ¢alisma grubundaki bazi olgulara ait serbest plazma
DNA'’ larla yapilan GSTP1 geninin promoter bélge hipermetilasyon analizi jel

gérintisi. M: Metillenmig (92 bg), U: Metillenmemis (99 bg).

B: Beliteg DNA (GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder; MBI Fermentas, Germany); 1: No’ lu olgu
metillenmemis,H1; 2: No’ lu olgu metillenmis, H8; 3: Negatif Kontrol.
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Sekil 20: Kontrol ve galisma grubundaki bazi olgulara ait serbest plazma
DNA'’ larla yapilan GSTP1 geninin promoter bélge hipermetilasyon analizi jel

gérintisiu. M: Metillenmig (92 bg), U: Metillenmemis (99 bg).
B: Belirteg DNA (GeneRulerTM 50 bp DNA Ladder; MBI Fermentas, Germany); 1, 3, 4 ve 7: No’ lu

olgular metile olmamig, H4, K12, H18, K27; 2, 5 ve 6: No’ lu olgular metillenmis, K8, H34, H10; 8: No’
lu olgu, IVD (+ kontrol); 9: Negatif Kontrol (-). Not: IVD normal bir bireyin DNA’ sinin DNA metilaz
yardimiyla DNA’ daki tim CpG dinikleotidleri metile hale getirilerek metilasyon analizinde pozitif

kontrol olarak kullanilr.

3.3.2 GSTP1 Geninin Promoter Bolge Hipermetilasyon Analizi
3.3.2.1 Kontrol Grubu:
GSTP1 geni promoter bdlge hipermetilasyonu incelenen ve
toplam 55 olgudan olusan bu grupta, 3 olgunun (% 5,5) metile oldugu ve 52
olgunun da (% 94,5) metile olmadigi saptanmistir (Tablo 22; Grafik 15).
3.3.2.2 Calisma Grubu:
Prostat kanseri tanisi konmus 50 olgudan, 17’ sinin (% 34)
metile oldugu ve 33 olgunun da (% 66) metile olmadigi saptanmistir (Tablo

22; Grafik 15).
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Tablo 22: Kontrol ve Calisma Grubunda GSTP71 Geni Promoter Bolge

Hipermetilasyon Dagilimi ve Yuzdesi

Metilasyon Dagilimi
GSTP1 Metillenmis Metillenmemis
(M) (U)

Kontrol grubu
(n=55)
Calisma grubu
(n=50)

Toplam
(n=105)

3 (% 5,5) 52 (% 94,5)

17 (% 34) 33 (% 66)

20 (% 19) 85 (% 81)

100

80

60
%

40

20

M U
m Kontrol Grubu m Calisma Grubu

Grafik 15: Kontrol ve calisma gruplarinin GSTP1 geni promoter bdlge
hipermetilasyon analiz sonuglarinin karsilastiriimasi

3.3.2.3 Kontrol ve Calisma Gruplarinin GSTP1 Geni Promoter
Bolge Hipermetilasyonu igin istatistiksel Analizi

Kontrol ve galisma grubu GSTP1 geni promoter bdlge hipermetilasyon
analiz sonuglari agisindan karsilastirildiklarinda, iki grup arasinda anlamh bir
fark saptanmis ve metilasyonun c¢alisma grubunda belirgin bir artisi

g6zlenmistir (x*=15,273, p<0,001).
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3.3.2.21 GSTP1 Geni Promoter Bolge Hipermetilasyonunun
Kontrol Grubu igerisinde Yaga Gére Dagilimi

GSTP1 geni promoter bolge hipermetilasyonunun kontrol grubundaki
dagilimi 65 yasina esit ve 65 yastan kuguk olgulara gore incelendiginde, 48
olgudan 2’ sinin (% 4,2) metile (M) ve 46’ sinin (% 95,8) metile olmadigi (U)
saptanmistir. 65 yastan buyUk olgularin dagihmi incelendiginde, 7 olgudan 1’
inin (% 14,3) metile (M) ve 6’ sinin (% 85,7) metile olmadigi (U) saptanmistir
(Tablo 23; Grafik 16).

Tablo 23: GSTP1 geni promoter bdlge hipermetilasyonunun kontrol grubu

icerisinde yasa gore dagilimi

Metilasyon Dagilimi

YAS Metillenmis (M) Metillenmemis (U)
(n=3) (n=52)
Yag<65
2 (% 4,2) 46 (% 95,8)
(n=48)
Yas>65
1(% 14,3) 6 (% 85,7)
(n=7)
100
a0
60
%
40
20
0 4A—I ,
M U
m Yasz65 o Yas=>65

Grafik 16: GSTP1 Geni Promoter Bélge Hipermetilasyonunun Kontrol
Grubu igerisinde Yas Degerlerine Gére Dagilimi.
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3.3.2.2.2 GSTP1 Geni Promoter Bolge Hipermetilasyonunun
GCalisma Grubu igerisinde Yasa Gore Dagilimi
GSTP1 geni promoter bodlge hipermetilasyonunun galisma grubundaki
dagilimi 65 yasina esit ve 65 yastan kuguk olgulara gore incelendiginde, 21
olgudan 6’ sinin (% 28,6) metile (M) ve 15’ inin (% 71,4) metile olmadigi (U)
saptanmigtir. 65 yastan buyuk olgularin dagilimi incelendiginde, 29 olgudan
11" inin (% 37,9) metile (M) ve 18 inin (% 62,1) metile olmadigi (U)
saptanmigtir (Tablo 24; Grafik 17).

Tablo 24: GSTP1 geni promoter bdlge hipermetilasyonunun ¢alisma grubu

icerisinde yasa gore dagilimi

Metilasyon Dagilimi
YAS Metillenmis (M) Metillenmemis (U)
(n=17) (n=33)

Yag<65
(n=21)
Yas>65
(n=29)

6 (% 28,6) 15 (% 71,4)

11 (% 37,9) 18 (% 62,1)
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Grafik 17: GSTP1 Geni Promoter Bdlge Hipermetilasyonunun Calisma

Grubu icerisinde Yas Degerlerine Gére Dagilimi.
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3.3.2.2.21 GSTP1 Geni Promoter Bolge Hipermetilasyonunun
Kontrol ve Galisma Grubu igerisindeki Yas Degerleri igin istatistiksel
Analizi

Kontrol ve c¢alisma grubunda GSTP71 geni promoter bolge
hipermetilasyon analiz sonuglari, olgularin yaslarina gore karsilastirildiginda,
ikisi arasinda anlamli bir fark bulunamamustir (x°=0,844, p>0,05).

3.3.2.2.3 GSTP1 Geni Promoter Bolge Hipermetilasyonunun
Calisma Grubu igerisinde PSA’ ya Gore Dagilimi

GSTP1 geni promoter bolge hipermetilasyonunun galisma grubundaki
PSA’ nin 4’ den kuguk degerlere gore dagilimi incelendiginde, 3 olgudan 1’
inin (% 33,3) metile (M) ve 2’ sinin (% 66,7) metile olmadigi (U); PSA 4 ile 12
arasindaki degerlere gore dagihmi incelendiginde, 25 olgudan 7’ sinin (% 28)
metile ve 18’ inin (% 72) metile olmadigi (U); ve PSA 12’ ye esit ve 12’ den
bayluk degerlere gore dagilimi incelendiginde ise, 22 olgudan 9’ unun (%
40,9) metile (M) ve 13’ Unun (% 59,1) metile olmadigi (U) saptanmigtir (Tablo
25; Grafik 18).

Tablo 25: GSTP1 geni promoter bdlge hipermetilasyonunun galisma grubu
icerisinde PSA’ ya gore dagilimi

Metilasyon Dagilimi

PSA Metillenmis (M) Metillenmemis (U)
(n=17) (n=33)

PSA<4

1 (% 33,3) 2 (% 66,7)
(n=3)
PSA 4-12

7 (% 28,0) 18 (% 72,0)
(n=25)
PSA>12

9 (% 40,9) 13 (% 59,1)

(n=22)
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Grafik 18: GSTP1 Promoter Bolge Hipermetilasyonunun Calisma Grubu

icerisinde PSA Degerlerine Gore Dagihmi.

3.3.2.2.3.1 GSTP1 Geni Promoter Bolge Hipermetilasyonunun
GCalisma Grubu igerisindeki PSA Degerleri igin istatistiksel Analizi
Calisma grubu GSTP1 geni promoter bolge hipermetilasyon analiz
sonuglart ve PSA degerleri acgisindan kargilasgtinildiginda, ikisi arasinda
anlamli bir fark bulunamamistir (x°=0,870, p>0,05).
3.3.2.2.4 GSTP1 Geni Promoter Bolge Hipermetilasyonunun
Calisma Grubu igerisinde Kanser Gelisim Evresine Gére Dagilimi
GSTP1 geni promoter bdlge hipermetilasyonunun galisma grubundaki
dagihmi kanser gelisiminin erken evresi T1-T2’ ye gore incelendiginde, 33
olgudan 10’ unun (% 30,3) metile (M) ve 23’ Gnln (% 69,7) metile olmadigi
(U) saptanmigtir. Kanser gelisiminin ge¢ evresi T3-T4’ e gore dagilimi
incelendiginde, 17 olgudan 7’ sinin (% 41,1) metile (M) ve 10’ unun (% 58,9)

metile olmadigi (U) saptanmistir (Tablo 26; Grafik 19).
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Tablo 26: GSTP1 geni promoter bdlge hipermetilasyonunun c¢alisma grubu

icerisinde kanser gelisimi evresine gore dagihmi

Metilasyon Dagilimi

EVRE Metillenmis (M) Metillenmemis (U)
(n=17) (n=33)
T1-T2 Evresi
10 (% 30,3) 23 (% 69,7)
(n=33)
T3-T4 Evresi
7 (% 41,1) 10 (% 58,9)
(n=17)
100
80
60
%
40
20 A
D —
M U
B T1-T2 Evresi B T3 -T4 Evresi

Grafik 19: GSTP1 Geni Promoter Bdlge Hipermetilasyonunun Calisma

Grubu icerisinde Kanser Gelisim Evresine Gére Dagilimi.

3.3.2.2.41 GSTP1 Geni Promoter Bdlge Hipermetilasyonunun
Galisma Grubu igerisindeki Kanser Gelisim Evresinin Degerleri igin
istatistiksel Analizi
Calisma grubu GSTP1 geni promoter bolge hipermetilasyon analiz
sonuglari, kanser gelisim evreleri ile karsilastirildiginda, ikisi arasinda anlamli

bir fark bulunamamistir (y*=1,367, p>0,05).
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3.3.2.2.5 GSTP1 Geni Promoter Bolge Hipermetilasyonunun
Calisma Grubu igerisinde Gleason Skor’ a Gére Dagilimi

GSTP1 geni promoter bodlge hipermetilasyonunun galisma grubundaki
7’ den kiguk Gleason Skor degerlerine goére dagilimi incelendiginde, 18
olgudan 4’ Gnun (% 22,2) metile (M) ve 14’ Gndn (% 77,8) metile olmadigi (U)
saptanmigtir. 77 ye esit ve 7' den blyuk Gleason Skor degerlerine gore
dagilimi incelendiginde, 32 olgudan 13’ indn (% 39,4) metile ve 19’ unun (%
60,6) metile olmadidi (U) saptanmistir (Tablo 27; Grafik 20).

Tablo 27: GSTP1 geni promoter bdlge hipermetilasyonunun ¢alisma grubu

icerisinde Gleason Skor’ a gore dagihmi

Metilasyon Dagilimi

Gleason Skor Metillenmis (M) Metillenmemis (U)
(n=17) (n=33)
Gleason Skor<7
4 (% 23,5) 14 (% 76,5)
(n=18)
Gleason Skor >7
13 (% 39,4) 19 (% 60,6)
(n=32)
100
80
60
%
40
20 A+
0 |
M U

m Gleason skor <7 m Gleason skor=7

Grafik 20: GSTP1 Geni Promoter Bdlge Hipermetilasyonunun Calisma

Grubu icerisinde Gleason Skor Degerlerine Gére Dagilimi.
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3.3.2.2.5.1 GSTP1 Geni Promoter Bodlge Hipermetilasyonunun
Calisma Grubu igerisinde Gleason Skor Degerleri igin istatistiksel
Analizi

Calisma grubu GSTP1 geni promoter bdlge hipermetilasyon analiz
sonugclari, Gleason Skor degerleri ile karsilastirildiginda, ikisi arasinda
anlaml bir fark bulunamamistir (y*=1,258, p>0,05).

3.3.3 Kontrol ve Calisma Gruplarinin GSTP1 lle105Val
Polimorfizminin ve GSTP1 Geni Promoter Bolge Hipermetilasyonunun
Bilesik Analizi

Kontrol ve galisma gruplari icin GSTP1 lle105Val Polimorfizminin ve
GSTP1 Geni Promoter Bolge Hipermetilasyonunun arastiriimasi
tamamlandiginda, bazi olgularin iki calisma igin yabanil/M, yabanil/U,
heterozigot/M, heterozigot/U ve homozigot/M, homozigot/U olduklari
belirlenmistir ve asagidaki bulgular elde edilmistir.

3.3.3.1 Kontrol grubu:

GSTP1 lle105Val Polimorfizminin ve GSTP1 Geni Promoter Bolge
Hipermetilasyonunun bilesik analizlerinde kontrol grubunu olusturan 55
olgudan hi¢ yabanil genotip/ metile (l1I/M) olgu bulunmamakta idi, 31" i (%
56,4) yabanil genotip/ metile olmayan (ll/U); 2’ si (% 3,6) heterozigot genotip/
metile (IV/IM), 19" u (% 34,5) heterozigot genotip/metile olmayan (IV/U); 1’ i
(% 1,8) homozigot genotip/metile(VV/M) ve 2’ si (% 3,7) homozigot genotip/
metile olmayan (VV/U) olarak saptanmistir (Tablo 28; Grafik 21).

3.3.3.2 Galisma grubu:

Calisma grubunu olusturan 50 olgudan 6’ si1 (% 12,0) yabanil genotip/

metile (1I/M), 13" U (% 26,0) yabanil genotip/ metile olmayan (1l/U) ; 9" u (%
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18,0) heterozigot genotip/ metile (IVIM), 18 i (% 36,0) heterozigot
genotip/metile olmayan (IV/U); 2’ si (% 4,0) homozigot genotip/metile (VV/M),
ve 2’ si (% 4,0) homozigot/ metile olmayan (VV/U) olarak saptanmistir (Tablo
28; Grafik 21).

Tablo 28: Kontrol ve Calisma Gruplarinin GSTP1 lle105Val Polimorfizmi ve
GSTP1 Geni Promoter Bolge Hipermetilasyonu icin Bilesik Analiz Sonuglari

Bilesik Analiz KONTROL GRUBU  GALISMA GRUBU
(n=55) (n=50)
I/ 0 6 (% 12,0)
I/ 31 (% 56,4) 13 (% 26,0)
IVIM 2 (% 3,6) 9 (% 18,0)
IV/IU 19 (% 34,5) 18 (% 36,0)
VVIM 1(% 1,8) 2 (% 4,0)
VV/U 2(%3,7) 2 (% 4,0)
100
g0
B0
%
40
20
0 . . : B -
I1/M 1/U IV /M IV/U  VV/M  VV/U

m Kontrol Grubu m Calisma Grubu

Grafik 21: Kontrol ve Calisma Gruplarinin GSTP1 lle105Val Polimorfizmi ve
GSTP1 Geni Promoter Bodlge Hipermetilasyonu igin Bilesik Analiz

Sonugclarinin Karsilastiriimasi.
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3.3.3.3.1 Kontrol ve GCalisma Gruplarinin GSTP1 lle105Val
Polimorfizmi ve GSTP1 Geni Promoter Bolge Hipermetilasyonu igin
Bilesik Analiz Sonuglarinin istatistiksel Analizi

Kontrol ve Calisma Gruplarinin GSTP1 lle105Val Polimorfizmi ve
GSTP1 Geni Promoter Bolge Hipermetilasyonu igin bilesik analizleri
gerceklestirildiklerinde, iki grup arasinda anlamli bir fark saptanmis ve II/M
bilesik analiz sonuglarinin ¢alisma grubunda belirgin bir artisi gézlenmistir
(x*=17,981, p<0,005).

3.3.3.21 GSTP1 lle105Val Polimorfizminin ve GSTP1 Geni
Promoter Bolge Hipermetilasyonunun Galisma Grubu igerisinde Yasa
Gore Dagilimi

3.3.3.2.1.1 Kontrol Grubu:

GSTP1 lle105Val polimorfizminin ve GSTP1 geni promoter bdlge
hipermetilasyonunun kontrol grubundaki 65 yasina esit ve 65 yasindan kuguk
olgulara gore dagihmi incelendiginde, 48 olgudan 27’ sinin (% 56,3) 1l/U, 2’
sinin (% 4,2) IVIM, 17’ sinin (% 35,4 ) IV/U ve 2’ sinin (% 4,2) VV/U; ve 65
yastan buyuk olgularin dagilhimi incelendiginde, 7 olgudan 4’ anun (% 57,1)
/U, 2’ sinin (% 28,6) IV/U ve 1" inin (% 14,3) VV/M oldugu saptanmigtir

(Tablo 29; Grafik 22).
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Tablo 29: Kontrol Grubunun GSTP1 lle105Val Polimorfizmi ve GSTP1

Geni Promoter Bolge Hipermetilasyonu icin Yagsa Gore Bilesik Analiz Sonucu

Polimorfizm/Metilasyon Dagilimi
YAS /M ]V) IVIM IVIU VVIM VV/U
(n=0) (n=31) (n=2) (n=19) (n=1) (n=2)

Yas<65
27 (% 56,3) 2(%4,2) 17 (% 35,4) 0 2 (% 4,2)
(n=48)
Yag>65
0 4 (% 57,1) 0 2(%28,6) 1(% 14,3) 0
(n=7)

3.3.3.2.1.2 Calisma Grubu:

GSTP1 lle105Val polimorfizminin ve GSTP1 geni promoter bdlge
hipermetilasyonunun c¢alisma grubundaki 65 yasina esit ve 65 yasindan
kligUk olgulara gore dagilimi incelendiginde, 21 olgudan 2’ sinin (% 9,5) II/M,
4’ Unun (% 19) /U, 3’ 4nin (% 14,3) IV/IM, 10’ unun (% 47,6 ) IV/U, 1’ inin
(% 4,8) VVIM, 1’ inin (% 4,8) VV/U ; ve 65 yastan blyuk olgularin dagilimi
incelendiginde, 29 olgudan 4’ unun (% 13,8) II/M, 9 unun (% 31) I/U, €
sinin (% 20,7) IVIM, 8 inin (% 27,6) IV/U, 1’ inin (% 3,4) VV/M ve 1’ inin (%
3,4) VV/U oldugu saptanmistir (Tablo 30; Grafik 22).

Tablo 30: Calisma Grubunun GSTP1 lle105Val Polimorfizmi ve
GSTP1 Geni Promoter Bolge Hipermetilasyonu igin Yasa Gore Bilesik Analiz

Sonucu

Polimorfizm/Metilasyon Dagilimi
YAS /M /v IVIM IVIU VV/IM VV/U
(n=6) (n=13) (n=9) (n=18) (n=2) (n=2)

Yas<65
(n=21)
Yag>65
(n=29)

2% 9,5) 4(%19) 3(%14,3) 10(%476) 1(%48) 1(%4,.2)

4(%138) 9(%31) 6(%20,7) 8(%276) 1(%3,4) 1(%3,4)
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100

g0

60

%

20 +

IT/M II/u IV/M IvV/U VVIM VV /U

Kontrol Grubu g Galisma Grubu m Kontrol Grubuy mGalisma Grubu
Yas<Bh Yasi65 Yag=05 Yag=65

Grafik 22: Kontrol ve Calisma Gruplarinin GSTP1 lle105Val polimorfizminin
ve GSTP1 geni promoter bodlge hipermetilasyonunun c¢alisma grubundaki

yasa gore dagihmi

3.3.3.2.1.3 GSTP1 lle105Val Polimorfizminin ve GSTP1 Geni Promoter
Bolge Hipermetilasyonunun Calisma Grubu igerisinde Yas Degerleri
igin istatistiksel Analizi

Kontrol ve Calisma Gruplarinin GSTP1 lle105Val Polimorfizmi ve

GSTP1 Geni Promoter Bolge Hipermetilasyonu igin bilesik analiz sonuglari
yas degerleri ile karsilastirildiginda, ikisi arasinda anlamh bir fark
bulunamamistir (y*=7,254, p>0,05).
3.3.3.2.2 GSTP1 lle105Val Polimorfizminin ve GSTP1 Geni Promoter
Bolge Hipermetilasyonunun Calisma Grubu icerisinde PSA’ ya Gore
Dagilhimi

GSTP1 lle105Val polimorfizminin ve GSTP1 geni promoter bdlge
hipermetilasyonunun c¢alisma grubundaki PSA’ nin 4’ den klguk degerlere
gore dagihmi incelendiginde, 3 olgudan 1’ inin (% 33,3) II/M, 2’ sinin (% 66,7)

IV/IU; PSA 4 ile 12 arasindaki degerlere goére dagilimi incelendiginde, 25
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olgudan 2’ sinin (% 8) I/M, 5’ inin (% 20) 1I/U, 13’ Giniin (% 52) IV/U; ve PSA

12’ ye esit ve 12’ den buyuk degerlere gore dagilimi incelendiginde ise, 22

olgudan 3’ Giniin (% 13,6) II/M, 8’ inin (% 36,4) I/U, 4’ Gniin (% 18,2) IV/M, 3’

Gniin (%13,6) IV/U, 2’ sinin (% 9,1) VV/M ve 2’ sinin (% 9,1) VV/U oldugu

saptanmistir (Tablo 31; Grafik 23).

Tablo 31:

GSTP1 lle105Val polimorfizminin ve GSTP1 geni promoter bolge

hipermetilasyonunun ¢alisma grubu icerisinde PSA’ ya gore dagilimi

PSA

Polimorfizm/Metilasyon Dagilimi
/M /U IVIM IVIU VVIM VV/U
(n=6) (n=13) (n=9) (n=18) (n=2) (n=2)

PSA<4
(n=3)
PSA 4-12
(n=25)
PSA>12
(n=22)

1 (% 33,3) 0 0 2 (% 66,7) 0 0

2(%8) 5(%20) 5(%20) 13 (% 52) 0 0

3(% 13,6) 8(%36,4) 4(%182) 3(%13,6) 2(%91) 2(%9,1)

100

g0

60

%
40

20 +

[., N

IT/M IT/u IV/M IvV/uU VV/IM VvV /iU

mPSA<4 m PSA 4-12 mPSA=12

Grafik 23:GSTP1 lle105Val polimorfizminin ve GSTP1 geni promoter bdlge

hipermetilasyonunun galigma grubundaki PSA’ ya gore dagilimi
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3.3.3.2.2.1 GSTP1 lle105Val Polimorfizminin ve GSTP1 Geni Promoter
Bolge Hipermetilasyonunun Calisma Grubu igerisinde PSA Degerleri
igin istatistiksel Analizi

Calisma Grubunun GSTP1 lle105Val Polimorfizmi ve GSTP1 Geni

Promoter Bdlge Hipermetilasyonu igin bilesik analiz sonuglari PSA degerleri
ile karsilastirildiginda, ikisi arasinda anlamh bir fark bulunamamistir
(x*=14,860, p>0,05).

3.3.3.2.3 GSTP1 lle105Val Polimorfizminin ve GSTP1 Geni Promoter
Bolge Hipermetilasyonunun Galisma Grubu igerisinde Kanser Gelisim
Evresine Gore Dagilimi

GSTP1 lle105Val polimorfizminin ve GSTP1 geni promoter bdlge
hipermetilasyonunun c¢aligsma grubundaki dagilimi kanser gelisiminin erken
evresi T1-T2’ ye gore incelendiginde, 33 olgudan 2’ sinin (% 6,1) II/M, 9’
unun (% 27,3) Il/U, 8 inin (% 24,2) IV/IM,12’ sinin (% 36,4) IV/U, 1’ inin (% 3)
VV/M ve 1’ inin (% 3) VV/U oldugu saptanmistir. Kanser gelisiminin geg¢
evresi T3-T4’ e gore dagilimi incelendiginde, 17 olgudan 4’ Unun (% 23,5)
[I/M, 4’ Gnun (% 23,5) 1I/U, 1" inin (% 5,9) VV/M, 6’ sinin (%35,3) IV/U, 1’ inin
(% 5,9) VVIM, ve 1’ inin (% 5,9) VV/U oldugu saptanmistir (Tablo 32; Grafik

24).
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Tablo 32: GSTP1 lle105Val polimorfizminin ve GSTP1 geni promoter bolge

hipermetilasyonunun ¢alisma grubu icerisinde kanser gelisimi evresine gore

dagihmi
Polimorfizm/Metilasyon Dagilimi
EVRE /M i/u IVIM IVIU VVIM VV/U
(n=6) (n=13) (n=9) (n=18) (n=2) (n=2)
T1-T2 Evresi
2(%6,1) 9(%273) 8(%242) 12(%364) 1(%3) 1(% 3)
(n=33)
T3-T4 Evresi
(n=17) 4(%235) 4(%235) 1(%59) 6(%353) 1(%59) 1(%5,9)
50
40
30
20
10
|:| —

II/M II/U IV /M IV /U VV/IM VV/U

m T1-T2 Evresi m T3 -T4 Evresi

Grafik 24:GSTP1 lle105Val polimorfizminin ve GSTP1 geni promoter bdlge
hipermetilasyonunun c¢alisma grubundaki Kanser Gelisim Evresine goére

dagilimi

3.3.3.2.3.1 GSTP1 lle105Val Polimorfizminin ve GSTP1 Geni
Promoter Bdlge Hipermetilasyonunun Galisma Grubu igerisinde Kanser
Gelisim Evresi Degerleri igin istatistiksel Analizi
Calisma Grubunun GSTP1 lle105Val Polimorfizmi ve GSTP1 Geni Promoter

Bdlge Hipermetilasyonu igin bilesik analiz sonuglari kanser gelisim evresinin
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degerleri ile karsilastirildiginda, ikisi arasinda anlamh bir fark bulunamamistir
(x*=5,475, p>0,05).
3.3.3.2.4 GSTP1 lle105Val Polimorfizminin ve GSTP1 Geni Promoter
Bolge Hipermetilasyonunun Calisma Grubu igerisinde Gleason Skor’ a
Gore Dagilimi

GSTP1 lle105Val polimorfizminin ve GSTP1 geni promoter bodlge
hipermetilasyonunun galisma grubundaki dagilimi 7’ den kiguk Gleason Skor
degerlerine gore incelendiginde, 18 olgudan 1’ inin (% 5,6) II/M, ve 7’ sinin
(% 38,9) /U, 3’ G4nin (% 16,7) IVIM, ve 7’ sinin (%38,9) IV/U oldugu
saptanmigtir; VV/M ve VV/U olan olgular bulunmamakta idi. 7’ ye esit ve 7’
den buyuk Gleason Skor degerlerine gore dagihmi incelendiginde, 32
olgudan 5’ inin (% 15,6) Il/M, 6’ sinin (% 18,8) 1I/U, 6’ sinin (% 18,8) IV/IM, 11’
inin (%34,4) IV/U, 2" sinin (% 6,3) VV/M ve 2 sinin (% 6,3) VV/U oldugu
saptanmigtir (Tablo 33; Grafik 25).

Tablo 33: GSTP1 lle105Val polimorfizminin ve GSTP1 geni promoter bolge

hipermetilasyonunun galisma grubu igerisinde Gleason Skor’ a gére dagilimi

Polimorfizm/Metilasyon Dagilimi
Gleason Skor I/m v IVIM IVIU VVIM VVIiU
(n=6) (n=13) (n=9) (n=18) (n=2) (n=2)

Gleason Skor<7
(n=18)
Gleason Skor>7

(n=32)

1(%56) 7(%389) 3(%16,7) 7 (% 389) 0 0

5(%156) 6(%18,8) 6(%18,8) 11(%344) 2(%6,3) 2(%6,3)
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a0
40
3a
20
10
3 B
I1/M I1/U IV/M v /U VV/IM VV/U
m Gleason skor <7 m Gleason skor=7

Grafik 25:GSTP1 lle105Val polimorfizminin ve GSTP1 geni promoter bdlge

hipermetilasyonunun galisma grubundaki Gleason Skor’ a gére dagilimi

3.3.3.2.4.1 GSTP1 lle105Val Polimorfizminin ve GSTP1 Geni Promoter
Bolge Hipermetilasyonunun Calisma Grubu igerisinde Gleason Skor
Degerleri igin istatistiksel Analizi

Calisma Grubunun GSTP1 lle105Val Polimorfizmi ve GSTP1 Geni
Promoter Bolge Hipermetilasyonu icin bilesik analiz sonuglari Gleason Skor
degerleri ile karsilastirildiginda, ikisi arasinda anlamh bir fark bulunamamistir

(x?=5,113, p>0,05).
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3.4 Kontrol Grubundaki GSTP1 Ile105Val Polimorfizminin Genotip ve GSTP1
Geni Promoter Bolge Hipermetilasyonu Analizlerinin Sonuglari (Tablo 34)

KONTROL GRUBU
Olgu No GSTF31 IIe1.05\.IaI GSTP1 GEI_\_Ii
OLGU YAS Polimorfizmi PROMOTER BOLGE
RFLP LC HIPERMETILASYONU
1 K-04 64
2 K-19 63
3 K-29 50
4 K-13 75
5 K-14 59
6 K-05 67
7 K-09 50
8 K-21 50
9 K-27 52
10 K-06 56
11 K-28 66
12 K-22 54
13 K-47 49
14 K-53 52
15 K-42 53
16 K-33 65
17 K-50 51
18 K-37 50
19 K-41 51
20 K-55 50
21 K-40 49
22 K-44 60
23 K-51 56
24 K-48 54
25 K-35 53
26 K-39 68
27 K-32 55
28 K-49 52
29 K-54 50
30 K-36 52
31 K-52 50
32 K-02 76
33 K-16 55
34 K-20 55
35 K-24 59
36 K-23 54
37 K-15 56
38 K-11 49
39 K-07 50
40 K-31 52
41 K-46 51
42 K-01 52
43 K-18 52
44 K-10 51
45 K-25 50
46 K-12 52
47 K-45 46
48 K-38 66
49 K-43 50
50 K-34 52
51 K-08 58
52 K-30 50
53 K-03 69 \'A% \'A%
54 K-17 51 Vv \A%
55 K-26 50 \AY \AY

Tablo 34: GSTP1 Genotip ve Promoter Bolge Hipermetilasyon Sonuglari; II: Yabanil (wild type),
IV: Heterozigot, VV: Homozigot genotipler, M: Metile olan, U: Metile olmayan
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3.5 Calisma Grubundaki GSTP1 lle105Val Polimorfizminin Genotip ve
GSTP1 Geni Promoter Bolge Hipermetilasyonunun Sonuglari (Tablo 35)

CALISMA GRUBU
Olgu Gleason GSTP1 IIe1.05\(aI GSTP1 GEI_\_Ii
No OLGU | YAS PSA Evre Polimorfizmi  PROMOTER BOLGE
Skor RFLP __ LC _ HIPERMETILASYONU
1 H-05 68 17,2 T3b 6/10
2 H-23 74 17 T3 7/10
3 H-48 70 31,3 T2 7/10
4 H-37 60 19,5 T2c 8/10
5 H-33 70 6,2 T2b 6/10
6 H-12 74 424 T2c 7/10
7 H-32 73 74 T2c 7/10
8 H-02 60 9,65 T2c 6/10
9 H-11 63 19,79 T2b 7/10
10 H-42 67 12,1 T3b 6/10
11 H-27 80 11,7 T2b 6/10
12 H-04 57 28,35 T3a 6/10
13 H-22 75 12 T2 6/10
14 H-10 72 150 T4 7/10 M
15 H-20 76 3,89 T3a 7/10 M
16 H-14 64 58 T2a 6/10 M
17 H-24 74 10,09 T2c 7/10 M
18 H-21 76 21,7 T3a 7/10 M
19 H-07 63 40,21 T3b 8/10 M
20 H-15 70 15,6 T2b 7/10 M
21 H-13 70 6,7 T2c 7/10 M
22 H-45 57 6,25 T2c 6/10 M
23 H-40 65 78 T2c 6/10 M
24 H-43 71 76 T3b 7/10 M
25 H-44 69 9,61 T2¢c 6/10 M
26 H-47 66 6,9 T2a 8/10 M
27 H-17 63 100 T4 7/10 M
28 H-49 73 14,5 T2c 7/10 M
29 H-09 60 0,36 T2c 7/10
30 H-30 57 6,94 T2c 8/10
31 H-16 62 100 T3b 7/10
32 H-26 73 14,2 T2c 7/10
33 H-36 71 11,2 T3a 6/10
34 H-38 66 49 T2b 7/10
35 H-01 65 19,24 T2c 7/10
36 H-19 64 6,62 T2c 6/10
37 H-28 76 8,76 T2c 6/10
38 H-50 60 036 T2c 7/10
39 H-25 63 10,09 T2c 7/10
40 H-35 65 14,2 T3b 7/10
41 H-46 66 49 T2a 6/10
42 H-39 73 11,33 T3a 8/10
43 H-45 57 6,25 T2c 6/10
44 H-03 65 6,9 T2c 6/10
45 H-41 64 150 T3 9/10
46 H-29 76 6,9 T2 6/10
47 H-06 67 190 T2 7/10
48 H-18 73 492 T4 7/10
49 H-08 66 79,79 T3a 8/10

50 H-34 63 438,2 T2c 9/10
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BOLUM IV
4.1 TARTISMA

Prostat kanser gelisiminin molekuler mekanizmalari daha tam olarak
aydinlatilamamasina ragmen, hastaligin gelisiminde hormonlarin ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlar gibi bazi karsinojenlerin etkili olduklari bilinmektedir
(259). Bundan dolayl, ksenobiyotik detoksifikasyonda rol alan GSTx
enziminin farkh in vitro enzimatik aktivitelere sahip alelik varyantlarinin
varligi, prostat kanserinin gelisimi ve ilerlemesinde birer risk faktoruna teskil
edebilmektedir. GSTn enzim aktivite degisikligi veya eksikligi, geciken veya
gerceklesmeyen karsinojen detoksifikasyonuna neden oldugundan,
hiacrelerde buna bagh olarak tumor olusumunu tetikleyen somatik
mutasyonlar artabilmektedir (235, 290). GSTP1 geninin sik gorilen lle105Val
polimorfizminin farkli alelik varyantlarinin ekspresyonu, hiicrenin detoksifiye
edici 6zelligini degistiren iste bdyle bir etkisi bulunmaktadir. Yalniz, polimorfik
105Val alelinin dusuk i1stya dayanikhligi nedeniyle mi, ya da degisen aktivitesi
nedeniyle mi kansere neden oldugu daha henuz belirlenememigtir (165).
Yapilan galismalar sonucunda polimorfik 105Val alelinin, mesane ve meme
kanseri gibi bazi kanserlerle iligkisi ortaya konulurken, prostat kanserinde
elde edilen sonuglar kesin bir yargiya varmak agisindan simdilik daha geliskili
ve yetersizdir. Tum bu anlatilan nedenlerden dolayi, Ulkemizde de sik
gorulen prostat kanserinin ortaya g¢ikisinda GSTP1 lle105Val polimorfizminin
kisilere bir yatkinlik saglayip saglamadiginin tespit edilmesi amaclanmistir.

Bunun i¢in Oncelikle, bu polimorfizmin toplumuzdaki yayginhgi

belirlenmis ve diger ulkeler ile karsilastinlmigtir. Calismamizda, incelenen
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toplam 105 olgunun alel sikliklarina bakildiginda degerlerinin, 105lle aleli i¢in
% 70,6 ve 105Val aleli igin % 26,4 oldugu goérulmustir. Mersin’ de ydrutulen,
akciger kanserli ve saglikli toplam 100 olgudan olugan bir calismanin
sonucunda, alel sikhginin 105lle i¢in % 80 ve 105Val aleli i¢in % 20 oldugu
bulunmustur (77). GSTP1 lle105Val polimorfizminin beyaz populasyon
genelindeki alel sikligina bakildiginda ise, 105lle aleli icin % 63 ve 105Val
aleli igin % 37 oldugu goérulmektedir (103). Buna gore, hem bizim hem de
Mersin’ deki grubun elde ettigi sonuglar dogrultusunda toplumumuzda
yabanil tip lle aleli, beyaz populasyona oranla daha yuksek bulunmaktadir;
fakat, bu anlaml bir fark yaratmamaktadir. % 95’ i beyaz irktan olugsan toplam
590 Amerikali olgu ile yapilan bir calismada, bizim calismamiza benzer
sekilde 105lle alelinin gorulme sikhdr 105Val aleline oranla yuksek, ve
sirasiyla % 69,8 ile % 30,2 olarak bulunmustur (259). Rossini ve
arkadaglarinin siyah irktaki bireylerle yaptigi ¢alismada da yine lle alelinin
gorulme sikliginin Val aleline gére daha yuksek, ve % 69,1 ile % 30,9 olarak
saptanmistir (246). HapMap Projesinin bir sonucu olarak, 105lle alelinin daha
yuksek ve % 82,2 ile % 90,9 oraninda sari irktaki Asyalilarda bulundugu, %
60,8 ve % 62,5 oraninda ve daha dusuk olarak beyaz irktaki Avrupalilar ve
siyah irktaki Sub-Sahara Afrikalilarda bulundugu ortaya konulmustur

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cqi?rs=1695) (127).

GSTP1 lle105Val polimorfizminin genotip dagihmi bakildiginda yine
benzer sonuglar elde edilmektedir. Calismamizda yabanil tip genotipin
(lle/lle) gorulme orani % 47,2, heterozigot genotipin (lle/Val) % 46,1 ve
homozigot polimorfik genotipin (Val/Val) % 6,7 olarak bulunmustur. Mersin’

deki grubun elde ettigi sonuclar ise sirasiyla % 52, % 38 ve % 10 idi (77).
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Bununla birlikte, GSTP1 lle105Val polimorfizminin genotip dagiliminin farkl
irksal gruplar arasinda degisiklikler gosterdigi de bildiriimektedir (259).
Rossini ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada, beyaz irktaki bireylerde
homozigot polimorfik genotip (Val/Val) dagiliminin siyah irktaki bireylere gore
daha yuksek oldugu goérilmustar (% 12,2 karsiik % 7, 246). Buna karsilik,
Kuzey Amerika’ da yapilan bir g¢alismada Afrikali Amerikan erkeklerde
Val/Val genotip oraninin da yiksek ve % 19 oldugu goézlenmistir (301).
HapMap Projesinin bir sonucu olarak, Val/Val genotipi en yuksek % 16,7
oraninda siyah irktaki Sub-Sahara Afrikalilarda, sonra % 11,7 oraninda
beyaz irktaki Avrupalilarda, ve en dusuk olarak ta ~ % 2,3 oraninda sari

irktaki Asyalilarda bulunmustur (http://www.ncbi.nim.nih.qgov/SNP/

snp ref.cqi?rs=1695).

GSTP1 lle105Val polimorfizminin, GSTr enzim dayanikhhdr ve
fonksiyonu Uzerinde olumsuz etkileri bulunmasina karsilik, prostat kanseri ile
iliskilisi daha halen acikliga kavusturulamamstir. italyan populasyonunda,
384 prostat kanserli ve 360 iyi huylu prostatik hiperplazi olgu ile yapilan bir
calismada polimorfik homozigot Val/Val genotipinin beklenmedik sekilde
prostat kanserli olgularda daha az ve % 2,1 oraninda, diger olgularda ise
yuksek ve % 5,6 olarak tespit edilmistir. Hatta, prostat kanseri olgularinda
heterozigot lle/Val genotipinin sikliginda belirgin bir artis saptanmig
(p<0,0001); fakat, istatistiksel olarak anlamli bir farka ulasilamamistir (12).
Gsur ve arkadaglari yaptiklari bir c¢alismanin sonucunda, homozigot
polimorfik Val/Val genotipinin prostat kanserinin riskini % 76 oraninda
azalttigini bile rapor etmiglerdir. Bu ¢alismanin bulgularini destekleyen ve 36

prostat kanserli olgu ile yapilan bir diger ¢alismada yine Val/Val genotipinin
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prostat kanserine karsi koruyucu bir etkiye sahip oldugu belirtilmistir (110).
Kote-Jarai ve arkadaslarinin yuUrattikleri  bir calismada, Gsur ve
arkadaslarinin bulgularina karsit olarak, lle/lle genotipinin prostat kanserine
kargi koruyucu Ozellige sahip oldugunu saptanmistir (165). Biz de
calismamizin sonunda, kontrol grubundaki yabanil tipteki lle/lle genotipini
calisma grubuna oranla daha yuksek bulmamiza karsilik, iki grup arasinda
anlaml bir fark saptayamadik. Bu konudaki bulgularin celigkili oldugunu
gOsteren bir diger ¢calisma da, Vijayalakshmi ve arkadaslarinin yarattakleri ve
kontrol grubundaki lle/Val genotip dagihminin prostat kanseri calisma
grubuna goére daha yuksek olarak bulduklari ¢alismadir; onlar da lle/Val
genotipinin prostat kanseri riskini azalttigini ileri stirmislerdir (290). Ozetle,
GSTP1 lle105Val polimorfizminin prostat kanseri ile iliskisi ¢alismamizin
sonucunda da Turk hastalari icin kesin belirlenememistir ve bu konuda daha
ayrintil galismalarin yapilmasi gerekmektedir. Fakat, ayni polimorfizmin
mesane, meme ve akciger kanserleri gibi diger tUmor tiplerinde iligkili oldugu
ve homozigot polimorfik Val/Val genotipinin bu kanserlerin gelisimi icin bir
yatkinlik yarattigi kabul edilmigtir. GSTP1 lle105Val polimorfizmi belki de,
GSTP71 in diger bir fonksiyonel polimorfizmi olan ve 6. eksonunda bulunan
Ala114Val polimorfizmi ile birlikte prostat kanseri gelisimi Uzerinde daha
etkilidir ve birlikte bakilmasi daha anlamli sonuclarin elde edilmesine
saglamaktadir. Ornegin, Yang ve arkadaslarinin cesiti GST gen
polimorfizmleri ile yuUrattikleri bir calismada GSTP1 lle105Val ve Ala114Val
polimorfizminin nevoid bazal hucreli karsinomunun gelisiminde etkili

oldugunu gostermiglerdir (313).
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GSTP1 lle105Val polimorfizminin tek basina degil de, diger GST gen
ailesi tyeleri GSTM1 ve GSTT1 de yer alan polimorfizmler ile birlikte prostat
kanseri geligsimi Uzerinde etkili olabilecegi dugtunulmus, ve bu konuda da bazi
arastirmalar gerceklestirilmistir. Bununla ilgili olarak, Srivastava ve
arkadaglarinin Kuzey Hindistan’ da 271 olgu ile yurutukleri bir birlesik genotip
calismasinda GSTP1 lle/Val genotipinin veya GSTM1 ve GSTT1 null
genotiplerinin prostat kanseri ile iligkili oldugu belirtiimistir. Bu c¢alismada
GSTM1 null ve GSTT1 null genotiplerinin veya GSTP1 lle/Val ve Val/Val
genotiplerinin birlesik genotip sonuclari degerlendirildiginde GSTP1 ve
GSTT1 genotipleri icin 4-kat, GSTM1 ve GSTT1 genotipleri igin 3.7-kat
prostat kanseri riskinin arttirdigi gosterilmistir (267). Japon populasyonunda
yapilan bir calismada da, Strivastava ve arkadaslarinin bulgularini
destekleyen sonuglar elde edilmis ve GSTP1 Val/Val genotipinin, GSTM1 null
veya GSTT1 null genotipleri ile birlikte bulundugu zamanlarda prostat kanseri
riskini arttirdigi saptanmistir (p<0.03) (206). Calismamizda, GSTP1 lle105Val
polimorfizmi tek basina prostat kanser gelisimi ile iligkili bulunamadigindan,
devaminda GSTM1 ve GSTT1 polimorfizmleri ile birlesik genotip analizleri
yapilmasi planlanmis ve bununla ilgili olarak malzemeler temin edilmigtir; tez
suresinin yetersiz olmasi nedeniyle ve kisitl slrede etik kurul onayi
alinamadigi icin, bununla ilgili arastirmalar ¢alismamiza dahil edilememistir.

Prostat kanserinin yasa bagli olarak ortaya c¢iktigi, ve yas arttikca
goérulme sikhginin da buna paralel olarak arttiginin bilinmesinden dolayi,
GSTP1 lle105Val polimorfizminin ¢alisma ve kontrol gruplarinda yasa bagl
olarak arastiriimasi gergeklestiriimistir; fakat, ikisi arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark gézlenememistir. Calismamiza benzer olarak Jose Debes ve
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arkadaglari, toplam 499 olguyu inceledikleri ¢caligmalarinda prostat kanseri
gelisiminin GSTP1 lle105Val polimorfizmi ve yas ile baglantih olmadigini
saptamiglardir (60, 165). Ancak, ¢alismamizda lle/Val genotipinin 65 yastan
kUguk olan prostat kanserli hastalarda 65 yastan buyuk olan hastalara oranla
daha yuksek oldugu bulunmustur (% 66,7’ ye karsilik % 44,8); ki bu sonug,
Antognelli ve arkadaglarinin yaptiklari benzer bir ¢alisma ile ¢akismaktadir.
Onlarin calismalari sonucunda, 65 yastan buylUk olan prostat kanserli
hastalarda lle/Val genotipi daha yuksek oranda gbézlenmekteydi (% 60,5).
Calismalar arasindaki bu farkli sonuglarin yorumlanmasi oldukg¢a zordur;
¢unkl, bu konu ile ilgili fazla yayin bulunmamaktadir. Bunun igin calisma
grubumuzun sayisini arttirarak, bu polimorfizm ve yas arasindaki iligkinin
tekrardan gézden geciriimesi, ve elde edilen sonuglarin istatistiksel olarak
yeniden degerlendirilmesi planlanmistir.

GUnumuzde yaygin olarak ve kandan kolayca bakilabilen en iyi
tanimlanmis prostat kanser belitegi PSA’ dir. GSTP1 lle105Val
polimorfizminin PSA ile iligkili olup olmadigini arastirdiimizda, PSA’ nin 4’
den kiguk ve 4-12 arasindaki degerlere sahip olan olgularda homozigot
polimorfik Val/Val genotipinin hi¢ gdzlenmedigi, ancak PSA 12’ ye esit ve 12’
den blUyuk degerlere sahip olan bireyler igin bu genotipin yuksek oldugu
saptanmistir (% 18,2). Bu gruplar arasinda istatistiksel bir fark saptanmamis
olmasina Kkarsilik, Val/Val genotipinin yuksek PSA degerleri ile birlikte
g6zlenmesi ilging bulunmustur. Yaptigimiz yogun literatir arastirmasi
sonucunda da, bu konuyla ilgili herhangi bir caligmaya rastlayamadik.
GSTP1 genindeki bir polimorfizmin PSA dlzeyi Uzerinde nasil bir rol

oynabilecegi konusunda bir fikir ylritememize karsilik, PSA duzeylerinin
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yuksek oldugu durumlarda, genellikle GSTP7T in promoter bdlge
hipermetilasyonuna bagli olarak susturulmus olarak bulunduguna dair bilgiler
mevcuttur (153).

Calismalarimizi  yurattigumuaz  slre icerisinde, Jeronimo ve
arkadaslarinin prostat kanserli hastalarda GSTP1 lle105Val polimorfizminin
kanserin gelisim evresi ile iligkili olabilecegine dair ¢aligmalarina rastladik.
Calismalarinda prostat kanserinin ge¢ evresinde bulunan olgularin dahil
edilmedigi, ve sadece klinik olarak lokalize hastalar ile ¢caligildigi; ancak, ge¢
kanser evresinde bulunan olgulari ¢aligmaya dahil etmis olsalardi, daha
anlamli sonuglar elde edebileceklerini vurgulamiglardir (143). Bunun Gzerine
Antognelli ve arkadaslarinin, prostat kanserinin ge¢ gelisim evreleri olan T3-
T4’ deki olgularda Val/Val genotip sikhginin, kanserin erken gelisim evreleri
olan T1-T2’ deki olgulara oranla daha yuksek oldugunu; fakat bunun, ikisi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmadigini gostermiglerdir
(12). Calismamizda da, Val/Val genotip sikhidinin kanserin ge¢ gelisim
evreleri olan T3-T4’ deki olgularda, kanserin erken gelisim evreleri olan T1-
T2’ deki olgulara oranla daha ylksek oldugu bulunmustur (sirasiyla, % 11,8’
e karsilik % 6,1). Fakat, Antognelli ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismaya
paralel olarak, GSTP1 lle105Val polimorfizmi ve kanserin gelisim evresi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamistir.

Prostat kanser gelisiminin T1-T4 evrelendirilmesi radyolojik bulgulara
dayanirken, Gleason Skor degerleri biyopsi materyallerinin histolojik
Ozelliklerine dayanmaktadir; ve tUm prostat kanserli olgularda her ikisi birlikte
degerlendiriimektedir. GSTP1 lle105Val polimorfizminin Gleason Skor

degerleri ile ilgili olup olmadidini arastirdigimizda yabanil lle/lle genotipinin
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gérulme sikliginin Gleason Skor <7 ve =27 degerler icin esit oldugu
bulunmustur. Homozigot polimorfik Val/Val genotipinin goérilme sikhigi ise
Gleason Skor =7 deerlerinde, Gleason Skor <7 degerlerine oranla daha
yuksek olarak bulunmustur (% 12,5’ a karsilik % 0). Elde ettigimiz bu
sonuglar, prostat kanser gelisiminin T1-T4 evrelendiriimesi ile elde edilen
sonuglari desteklemektedir; ve ikisi birlikte GSTP1 lle105Val polimorfizminin
kanserin gelisim evreleri ile istatistiksel olarak anlamli olmadigini
gOstermektedir. Calismamiza benzer olarak, Vijayalakshmi ve arkadaslari da
prostat kanserinde GSTP1 lle105Val polimorfizmi ve Gleason Skor degerleri
arasinda anlamli bir iligki saptayamamislardir. Yine bizim ¢alismamiza uygun
olarak, Jose ve arkadaslarinin yuaruttikleri bir calismada Gleason Skor =7
olan degerler icin Val/Val genotip sikliginin yuksek ve % 14,2 oldugu, ama
istatistiksel olarak bir anlam tagimadigini saptanmistir (60).

Prostat kanseri gelisiminde en sik gézlenen epigenetik dedisiklerden

4ARF

p 1 6/NK4a

bir tanesi CpG adalarinin hipermetilasyonuna bagli olarak p1
GSTP1, E-cadherin ve VHL gibi belirli genlerin susturulmalaridir (164, 185).
Bunlarin arasindaki en énemli prostat kanseri belirteci, % 90’ in Ustlinde olan
yuksek 6zgullugu ve duyarhihigi nedeniyle GSTP1 genidir, ve bu 6zellikleri
sayesinde diger aday genler arasinda birinci sirayr almaktadir (15, 153).
GSTP1 promoter bdlge hipermetilasyonunun 6zgll olarak yalnizca prostat
kanserinde go6zlenmesi, normal ve iyi huylu prostatik dokularda
g6zlenmemesi nedeniyle, hastaligin tanisinda énemli bir yere sahiptir (30,
172, 143, 120, 29). GSTP1 promoter bdlge hipermetilasyonu ayni zamanda
mesane ve bobrek kanseri gibi diger Urogenital sistem kanserleriyle de iligkili

bulunmustur (36,72). Calismamizda, toplumumuzda da sik gézlenen prostat
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kanserinin GSTP1 promoter bdlge hipermetilasyonunun hastaligin erken
tanisinda saptanmasi, ve prostat kanseri hastalarinin prognozu ile
iliskilendirilmesi amaclanmistir. Calismada biyopsi 6rnegi yerine hastalarin
plazma orneklerinin tercih edilme sebebi, ileride prostat kanserine yatkinlik
gOsterebilecek olgularin daha az invazif olan bu yontem ile rutin olarak
taramalarini gergeklestirmekti. Arastirmamizda kullanilan MSP metodu
neredeyse % 100 6zgullige sahip, epigenetik degisiklikleri kalitatif olarak
belirleyebilen, ucuz ve hizli metilasyona 6zgu yodntemlerden biridir. Bu
sekilde tasarlanmis olan ¢alismamizin sonucunda, normalde metillenmemis
halde bulunmasi gereken GSTP171 geninin metilasyon durumu normal ve
prostat kanseri tanili olgulara ait plazma serbest DNA’ larinda incelendi ve
prostat kanserli olgularda % 34 olarak saptanarak, kontrol grubu ile arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlendi (p<0,001). Ailesinde prostat
kanseri hikayesi ve klinik olarak prostat kanseri teshisleri bulunmayan
olgulardan olusturulmus olan kontrol grubunda % 5,5 oraninda da GSTP1
promoter bolge hipermetilasyonun gbézlenmesi beklenmedik bir sonug olarak
kargimiza cikmigtir. Diger c¢alismalarda kontrol grubu genellikle iyi huylu
prostatik hiperplazili hastalardan olusturulmus oldugundan, bu olgularin
higbirinde  hipermetilasyon go6zlenmemigstir (15). Bu nedenle, GSTP1
promoter bolge hipermetilasyonu goézlenen kontrol olgularimizin tekrardan
klinik olarak muayene edilmeleri, prostat kanseri diginda farkl bir tGmorel
gelisimleri bulunup bulunmadigina dair bilgilerin elde edilebilinmesi uygun
olabilir.

MSP metodunu kullanarak, plazmadaki serbest DNA metilasyonu

oranini prostat kanserli olgularimizda % 34 olarak ve bazi ¢alismalara gore



151

disuk oranda saptadik. Yapilan bir calismada, GSTP1 promoter bdlge
hipermetilasyonu prostat kanseri olgularinin plazma veya serum orneklerinde
% 72, idrar 6rneginde % 36 olarak saptanmistir. Metilasyonu, plazma ve
serum orneklerinden izole ettikleri serbest DNA’ larda, idrar orneklerinden
elde ettikleri epiteliyal hiicre DNA’ larina oranla daha iyi saptanabilinmelerinin
nedeni olarak, idrarda uygun bir DNA izolasyon yontemi kullanmamig
olmalarina baglamiglardir (93). Plazma, serum ve idrar gibi vicut sivilarinin
kolay saglanabilme avantajlarina sahip olmalarina ragmen, doku 6rnekleri ile
yapilan metilasyon g¢alismalari genellikle daha basarilidirlar. Ornegin, prostat
kanserinde siklikla hipermetillenen GSTP1, APC, RARS2 ve TIG1 genlerinin
kantitatif gercek zamanh MSP (Quantitative real-time methylation specific
pcr, QMSP ) metodu ile taze dokudan arastirilan bir galismada GSTP1
promoter bolge hipermetilasyonu kontrol grubuna gore daha yuksek siklikta
saptanmigtir (284). QMSP metodu kullanilan baska bir arastirmada ise
TIG1, APC, RARpB2 ve GSTP1 genlerinin metilasyon orani parafin dokudan
arastinimis ve % 75 olarak saptanmistir (284). Jeronimo ve arkadaslarinin
yaptiklari bir calismada QMSP ve MSP metotlari kullanilarak plazma ve idrar
orneklerinde metilasyon oranlari saptanmis, ve her iki metotla farkli degerler
elde edilmigtir: QMSP metodu ile sirasiyla % 13 ve % 18.8, MSP metodu ile
% 36.2 ve % 30.4 metilasyon oranlari saptanmistir. Bu c¢alismada da
g6zlendigi gibi, kansere 6zgu bir olay olan metilasyonun belirlenmesinde
calisma orneginin secimi kadar, kullanilan metodun se¢imi de metilasyon
oraninin dogru saptanabilmesi igin ¢ok 6nemlidir.

Prostat kanserli olgularin plazmalarindaki serbest DNA’ larinda

g6zlenen GSTP1 promoter bdlge hipermetilasyonunun kontrol grubuna
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oranla anlamli, fakat yine de yalnizca % 34 oraninda saptanmasi nedeniyle,
bunun prostat kanseri ile iligkili diger aday genlerle birlikte galisiimasi ve bu
degerin arttirilabilinmesinin mimkin olabilecegi dusinilmektedir. Ornegin
Kang ve arkadaslari, prostat kanserli ve saglikli toplam 71 olgunun parafin
doku ornekleri ile yaptiklari bir caligmada prostat kanseri ve prostatik
intraepiteliyal neoplazi ile iligkili 11 genin (GSTP1, APC, COX2, DAP-kinase,
E-Cadherin, p14, p16, RUNX3, THBS1, MGMT ve RASSF1A) MSP metodu
kullanarak metilasyon profilini belirlemeyi amaclamiglardir. Calismanin
sonunda, GSTP1 geninin prostat kanserinde prostatik intraepiteliyal
neoplaziye oranla daha yuksek siklikta saptanabilindigini ve ayrica bu genler
arasinda da en yuksek metilasyon sikligina sahip oldugunu goéstermislerdir
(% 86,5) (153). Bu ¢alismanin da gosterdigi gibi, prostat kanserinde promoter
bdlge hipermetilasyonu sonucu siklikla susturulan en 6énemli geni yine de
GSTPT dir.

GSTP1 geni prostat kanserinde metilasyon sonucu en sik susturulan
gen olmasinin yaninda, timoérin belirlenmesi i¢in yine en ylksek 6zgullige
sahip olanidir. 31 prostat kanseri ve 5 iyi huylu prostatik hiperplazi doku
ornegdinin arastinldigi bir ¢calismada, GSTP1 geninin promoter bdlgesinde
hipermetilasyon orani prostat kanserli olgularin 28 inde, yani % 90.3
oraninda tespit edilirken, iyi huylu prostatik hiperplazili hastalarda hi¢ tespit
edilememistir (15). Jeronimo ve arkadaslarinin prostat doku &rnekleriyle
GSTP1, MGMT, p16, p14, RASSF1A, APC, TIMP3, S100A2 ve CRBP1
olmak Uzere 9 gen ile yaptiklari metilasyon g¢alismasinda GSTP17 geni prostat
kanserli hastalarda % 94.9, prostatik intraepiteliyal neoplazili hastalarda %

76.3 oraninda saptanmistir; Bastian ve arkadaglarinin galismalarinda oldugu
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gibi, bu calismada da iyi huylu prostatik hiperplazili hastalarda metilasyon
saptanmamigtir  (141). Goéralduga  gibi, GSTP1 promoter bdlge
hipermetilasyonu prostat kanserinde yalnizca hastalara ait malign dokularda
saptanmigtir. Buna karsilik, 69 prostat kanseri, 28 prostatik intraepiteliyal
neoplazi ve 31 iyi huylu prostatik hiperplazi doku 6rneginin arastirildigi bir
calismada, @ GSTP1 genine ait hipermetilasyon orani prostat kanseri
olgularinda % 91.3, prostatik intraepiteliyal neoplazide % 50 ve iyi huylu
prostatik hiperplazide % 29 olarak saptanmistir (141). lyi huylu prostatik
hiperplazide % 29 oraninda GSTP71 promoter bodlge hipermetilasyonun
saptanmasinin nedeni, dokulardaki hucrelerin farkli metilasyon oranina sahip
olmalari ve heterojen bir yapi sergilemelerinden kaynaklaniyor olabilir.
Hipermetilasyon ile ilgili olarak yapilan bazi galismalarda, genlerin
promoter bolgelerinde bulunan CpG adalarinin hipermetilasyon seviyelerinin
yas ile iligkili olabilecegi, ve yas ile birlikte arttigi ileri strdlmustar (203).
Bastian ve arkadaslari, 31 prostat kanseri ve 5 iyi huylu prostatik hiperplazi
doku oOrnedi ile yaptiklari bir arastirmanin sonucunda, metilasyon oraninin
yas ile iligkili olmadigini géstermiglerdir (15). Kendi ¢alismamizin sonucunda
ise, 65 yastan buyuk olan olgularin GSTP1 promoter bdlge hipermetilasyon
orani, 65 yastan kucuk olan olgulara gore yuksek ve sirasiyla % 37,9 ile %
14.3 olarak bulunmus; fakat, aralarinda istatistiksel olarak anlaml bir fark
saptanamamistir. Sonucumuz yine de yas ile metilasyon seviyesi arasinda
var olabilecek iligkiyi gbz ardi edemez. Nedeni ise, ¢alismamizda yalnizca
belirli bir GSTP1 promoter bdlgesini incelemis olmamiz, ve bdyle bir
varsayima gidebilmek igcin tim GSTP71 promoterindeki CpG adalarini

incelenmemiz gerektigidir.
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Yapilan cesitli arastirmalarda, GSTP1 hipermetilasyonun neoplastik
olan ve olmayan prostatik dokularda farkl dizeylerde bulundugu, ve agirlikh
olarak neoplastik dokularda goruldugu gosterilmistir. Bu nedenle, klinik olarak
saptanmamig, fakat prostat kanseri olan olgulari; prostat kanseri igin dusik
riske sahip olan olgulardan ayirt etmek icin, PSA dl¢gimlerinin yerine GSTP1
hipermetilasyonun serumda belirlenmesinin daha anlamli olabilecegi ileri
surtlmastir (93). Prostat kanseri, ve PSA ile GSTP1 metilasyon duzeyleri
arasindaki iliskinin incelendigi bdyle bir ¢calismada, Ugu arasinda bu tir bir
baglanti saptanamamistir (142, 15). Biz de, ¢calismamizda prostat kanserli
olgularin PSA duzeyleri ve GSTP1 metilasyon dizeyleri arasinda bdyle bir
baglantiy1 gésteremedik. Her ne kadar GSTP71 metilasyon orani en yuksek
PSA 212 degerinde bulunmus olunsa dahi (% 40,9), PSA’ lar1 212 olan diger
olgularda metilasyon gézlenmemistir (% 59,1). Bu da prostat kanserinde her
iki belirtecin ayri olarak degerlendirilmesini gerektirdigini gostermektedir.

Promoter bdlge hipermetilasyonu, daha timoérin gézlenmedigi
metaplazi ve displazi evrelerinde ortaya c¢iktigi ve giderek arttigl igin,
kanserin gelisim evresi arttikga metilasyon seviyesinin de artmasi gerektigi
dusundlmektedir (146). Kanserin gelisim evresinin ve metilasyon seviyesinin
kargilastinldigi bir yayinda, metastatik veya T4 evresinde olan tUm hastalarin
plazma veya serum 6rneklerinde GSTP1 promoter bdlge hipermetilasyonu
gosterilebilinmistir (30). Prostat kanserinin gelisim evresi ile iligkilendirilen bir
bagka calismada da T3-T4 evresi ile metilasyon orani arasinda anlaml bir
iliski oldugu saptanmistir (p<0.008) (93). Calismamizda ise, T4 evresinde
bulunan toplam 3 olgunun 2’ sinde GSTP1 promoter bolge hipermetilasyonu

g6zlenirken, 1’ inde gdzlenmemistir. T3-T4 evrelerindeki metilasyon oranini



155

T1-T2 evrelerine gore daha yuksek saptamamiza ragmen, aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptayamadik. Calismalarimizin
devaminda, T3-T4 evrelerine sahip daha fazla sayidaki olguyu calisma
grubuna dahil ederek, kanserin gelisim evresi ve metilasyon arasindaki
iliskinin daha kesin olarak ortaya koyabilecegimize inanmaktayiz.

Gleason Skor degerleri ylksek olan prostat kanseri olgularinda
genellikle metilasyon da gdsterilebilinmektedir. Bununla ilgili olarak Konishi
ve arkadaslarinin vyaptiklari bir c¢alismada, GSTP71 promoter bodlge
hipermetilasyonunun koéti prognoz belirtisi olan Gleason Skorz 7
degerlerindeki olgularda daha yuksek oranda oldugu godsterilmistir (164).
Jeronimo ve arkadaslarinin prostat kanseri biyopsi érnekleri ile yaptiklari bir
calismada GSTP1 promoter bolge hipermetilasyon oraninin kanserin
patolojik evresinin yaninda, yine Gleason Skoru ile iligkili oldugunu
go6stermiglerdir (139). Zhou ve arkadaslar da, prostat kanserinde Gleason
skorununun GSTP1 geni promoter bdlgesinde yer alan CpG adalarinin
hipermetilasyon duzeyi ile iligkili oldugunu saptamislardir (319). Kendi
calismamizda ise GSTP1 genine ait metilasyon orani ve Gleason skor
degerleri karsilastirildiginda, metilasyon oraninin Gleason Skor = 7 degerler
icin, Gleason Skor <7 degerlerine gbére daha yuksek oldugu goértlmustur;
fakat, ikisi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir.
Jeronimo ve arkadaglarinin bu sefer prostat kanserli olgularin plazma serbest
DNA odrnekleri ile yaptiklar bir ¢alismada ise, bizim calismamiza benzer
olarak; fakat, prostat biyopsi ornekleri ile yaptiklari kendi g¢alismalarindan
farkl olarak, kanserin gelisim evresi ve Gleason Skor dederleri ile metilasyon

dizeyi aralarinda anlamli bir iligkili bulamamiglardir (141). Bunun agiklamasi,
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plazmadaki serbest DNA’ nin yalnizca prostatik dokuya ait hucrelere ait
olmadidi, birgok farkli dokunun apoptotik hiicrelerinin DNA’ larindan olustugu,
bu nedenlerden dolayl da her zaman prostat doku Ozelliklerini tam olarak
yansitamayacagi olabilir.

Calismaya baslama amacimiz, GSTP1 geninin lle105Val
polimorfizminin ve / veya promoter bolge hipermetilasyonuna bakarak,
bunlarin prostat kanserine yatkinlik kazandirip kazandirmadiklarini, ve
hastaligin erken tanisinda kullaniip kullanilamayacagini  6grenmekti.
LiteratUrleri inceldigimizde her iki gen degisikligini birlikte inceleyen yalnizca
bir yayina rastalayabildik ve bu c¢alismada da promoter bdlge
hipermetilasyonun mu, yoksa GSTP1 geninin lle105Val polimorfizminin mi
prostat kanserine yatkinhk sagladigi incelenmigtir. Calismanin sonucunda
GSTP1 promoter bdlge hipermetilasyonunun GST#’ nin azalmig fonksiyonu
ile ilgili, fakat tek nedeni olmadigi; ve GSTP1 lle105Val polimorfizminin de
prostat kanserinin degisen duyarlihgi ile iligkili olmadigi gosterilmigstir (143).
Biz bu konuya farkl bir bakis acisi ile yaklasip, her iki gen degisikligi birlikte
analiz edilirse, prostat kanseri tanisi daha yuksek duyarlilikta konulabilinir mi
diye gormek istedik.

Kontrol ve g¢alisma gruplarinin GSTP1 lle105Val polimorfizmi ve
promoter bolge hipermetilasyon birlesik analizleri gerceklestirildiginde, 11/M
bilesik analiz sonucunun galigma grubunda, kontrol grubuna gore belirgin
artigi gozlenmistir (p<0.005). 1II/M durumu, yani yabanil lle/lle genotipine
sahip olgularinin her iki alellerinin metilasyon sonucu susturulmalari

sonrasinda prostat kanseri gelistirebilmeleri mumkundur.
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V. BOLUM
5.1 SONUG VE ONERILER

Calismamizda, 55 saglikli ve 50 prostat kanseri tanilari konmusg
toplam 105 olguda GSTP1 lle105Val polimorfizmi ve promoter bolge
hipermetilasyonu incelendi ve prostat kanseri gelisimi Uzerindeki etkileri
arastirildi.

Elde edilen bulgularin degerlendiriimesi sonucunda, asagidaki
sonuglara varildi:

Calismamizin  sonunda, prostat kanserine vyatkinlik saglayip
saglamadigi konusu halen tartismali olan GSTP1 lle105Val polimorfizminin
heterozigot lle/Val ve homozigot polimorfik Val/Val genotipleri, calisma
grubunda ylUksek oranlarda bulundu. Calisma grubunda GSTPT lle105Val
polimorfizmi daha sik gbzlenmesine ragmen, kontrol grubu ile arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Bu nedenle, ilerisi igin
yapmaya planladigimiz calismada, lle105Val polimorfizmini GSTP1’ nin diger
bir fonksiyonel polimorfizmi olan Ala114Val ile birlikte degerlendirmeyi
hedefledik.

GSTP7T in prostat kanserine yatkinlik kazandirdigi bilinen en énemli
degisikliklerinden biri promoter bolge hipermetilasyonudur. Plazmadan izole
edilen serbest DNA ile yuruttigumuz ¢alismanin sonucunda, prostat kanserli
olgularin % 34’ tnde GSTP1 promoter bdlge hipermetilasyonu saptandi, ve
kontrol grubu ile istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli bulundu.
Sonuglarin anlamli bulunmasi nedeniyle calismalarimizi, prostat kanseri
hastalarinin plazma, serum, idrar gibi kolay elde edilebilen vucut sivilarinda

surdirmeyi planlamaktayiz. Bunun yani sira GSTP1 promoter bdlge
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hipermetilasyonunu diger drogenital sistem kanserleri ile iligkili olarak
arastirmayi planliyoruz.

Calismamizin  ileri  hedefleri arasinda GSTP71 lle105Val
polimorfizminin, Glutatyon S-transferaz gen ailesi Uyelerinden GSTM1 ve
GSTT1’ nin null genotipleri ile birlikte analizlerinin yapilmasi bulunmaktadir.
GSTM1 ve GSTT1 genlerinin hizli, gtvenilir bir metod olan gergek zamanli
PCR ile prostat ve mesane kanserlerinde arastiriimalari, ve rutine alinmalari
planlanmaktadir. ‘GSTM1, GSTT1 ve GSTP1 gen polimorfizmlerinin mesane
kanseri Uizerine etkisinin arastiriimas’ isimli proje énerimiz Ege Universitesi
Tip Fakultesi Arastirma Etik Kurulu tarafindan, 07. 06. 2006 tarihli ve 06 -
6/12 sayili karari ile onaylanmistir, ve bir sonraki basvuru dénemi igerisinde
Ege Universitesi Arastirma Fon Saymanligina sunulacaktir.

MSP metoduna alternatif olarak GSTP1 promoter bodlge
hipermetilasyonunun QMSP metodu ile arastiriimasini; ve prostat kanserinde
susturulduklari gbézlenen diger genleri de c¢alismamiza dahil ederek,
metilasyon arastirmalarimizi genisletmeyi planlamaktayiz. Boylece, ailesinde
prostat kanseri dykusu bulunan erkeklerin erken tanilarinda birka¢ genetik
belirte¢ birlikte ele alinarak, belirlenen sonuglar dogrultusunda kanser
gelisimleri kontrol altina alinabilinecektir.

GSTP1 lle105Val polimorfizmi ve promoter bolge hipermetilasyonunu
arastirdigimiz sure iginde, kontrol ve c¢alisma grubu olgularinin plazma
orneklerinden, gelecekte yapmayi planladigimiz proteomiks calismasi igin
100’ er ul ayirip, -86°C’ de sakladik. En yakin zamanda olgu sayilarini

arttirarak, bu galismayi baglatmayi dugunuyoruz.



159

VL. BOLUM
6.1 OZET

Prostat kanseri multifaktériyel bir hastaliktir; ortaya c¢ikisinda irksal ve
etnik farkliliklar, ileri yas, sigara ve alkol kullanimi, beslenme, ve prostat
kanseri aile dykusu gibi genetik temelli bazi risk faktérleri bulunmaktadir.

Prostat kanserinin gelisimi ve ilerlemesindeki molekuler mekanizmalar
daha tam olarak aydinlatilamamasina ragmen, etkili olan bazi genetik ve
epigenetik degisiklikler bildirilmistir. Bu degisikliklere 6rnek olarak GSTP1
geninde meydana gelen lle105Val polimorfizmi ve promoter bdlge
hipermetilasyonu verilebilir.

Prostat kanseri gelisiminde GSTP1 geninin etkisini saptayabilmek igin
50 prostat kanserli ve 55 saglikli, toplam 105 olgu calismaya dahil edildi; ve
lle105Val polimorfizmi ile promoter bdlge hipermetilasyonlari arastirildi.

GSTP1 polimorfizm analizinde, ¢alisma grubunu olusturan 50 olgudan
19" unun (% 38,0) yabanil (lle/lle), 27’ sinin (% 54,0) heterozigot (lle/Val) ve
4’ Unun de (% 8,0) homozigot (Val/Val) genotipe sahip olduklari saptandi.
Kontrol grubunu olusturan 55 olgudan 31’ inin (% 56,4) yabanil (lle/lle), 21’
inin (% 38,2) heterozigot (lle/Val) ve 3’ Gnun de (% 5,4) homozigot (Val/Val)
genotipe sahip olduklari saptandi. Analiz sonuglarina goére, prostat kanserli
olgularda heterozigot (lle/Val) ve homozigot (Val/Val) genotipleri daha ylksek
bulunmalarina kargilik, kontrol grubu ile kargilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptanmad..
GSTP1 promoter bdlge hipermetilasyonu analizinde, ¢alisma grubunu

olusturan 50 olgudan 17’ sinin (% 34) metile oldugu ve 33’ Unun de (% 66)

metile olmadigi saptandi. Kontrol grubunu olugturan 55 olgudan 3’ Unun (%
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5,5) metile oldugu ve 52’ sinin de (% 94,5) metile olmadigi saptandi. Calisma
ve kontrol gruplari metilasyon sonuglari agisindan karsilastirildiklarinda, iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi.

Calisma grubundaki olgularin yas, PSA, prostat kanserinin gelisim
evresi ve Gleason Skor gibi klinik 6zellikleri GSTP1 lle105Val polimorfizmi ve
promoter bolge hipermetilasyonu ile karsilastirildiginda, aralarinda anlamh bir
iliskinin olmadigi gorulda.

GSTP1 lle105Val polimorfizmi ve promoter bdlge hipermetilasyonu
birlikte degerlendirildiklerinde, 1I/M bilesik analiz sonucunun c¢alisma
grubunda belirgin ve anlaml bir artigi gdzlendi.

Sonu¢ olarak, GSTP1 lle105Val polimorfizmi tek basina
degerlendirildiginde prostat kanseri gelisimi Uzerinde belirgin bir etkiye sahip
olmadidi gibi gorulmesine karsilik, metilasyon ile birlikte degerlendirildiginde

onemli bir etkiye sahip olabilir.
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6.2 ABSTRACT

Prostate cancer is a multifactorial disease; some genetically based risk
factors like ethnic and racial differences, high age, smoking and alcohol
usage, diet, and family prostate cancer history are involved in its evolution.

Although the molecular mechanisms behind the evolution and
progression of prostate cancer are not completely solved yet, some genetic
and epigenetic differences were reported. One can give the lle105Val
polymorphism and promoter region hypermethylation of the GSTP1 gene as
an example for these differences.

To study the role of the GSTP1 gene in prostate cancer evolution a
total of 105 cases, consisting of 50 prostate cancer and 55 healthy
individuals, were included to the study; and their lle105Val polymorphism and
promoter region hypermethylation were examined.

After the analysis of the GSTP1 polymorphism, 19 cases (38,0 %)
from 50 in the working group were found to carry the wild type (lle/lle), 27
(54,0 %) the heterozygote (lle/Val) and 4 (8,0 %) the homozygote (Val/Val)
genotype. From the 55 cases in the control group 31 (56,4 %) were found to
carry the wild type (lle/lle), 21 (38,2 %) the heterozygote (lle/Val) and 3 (5,4
%) the homozygote (Val/Val) genotype. According to this results, the
heterozygote (lle/Val) and homozygote (Val/Val) genotype ratios were higher
in the working group compared to the control group, but statistically there
was no significant difference.

Also, after the analysis of the GSTP1 promoter region
hypermethylation, 17 cases (34 %) from 50 in the working group were found

to be methylated and 33 (66 %) were found not to be methylated. From the
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55 cases in the control group 3 (5,5 %) were found to be methylated and 52
(94,5 %) were found not to be methylated. When the results from the working
and control groups were compared, a statistically significant difference was
found between both groups.

When the GSTP1 lle105Val polymorphism and promoter region
hypermethylation status of the cases in the working group were compared
with clinical features like age, PSA, prostate cancer development state and
Gleason score, no significant relationship was found.

The compound analysis of the GSTP1 lle105Val polymorphism and
promoter region hypermethylation resulted in an evident and meaningful
increase of the II/M condition in the working group.

In conclusion, when the role of the GSTP1 lle105Val polymorphism is
analysed on its own in the evolution of prostate cancer no evident role is
seen, but when analysed together with the methylation status its important

evidence becomes clear.
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7.2 KISALTMALAR
5-aza-C: azacytidine

5-aza-dC: 5-aza-2’deoxycytidine

5-MeC: metilsitozin

A: Adenin

Ala: Alanin

AMACR: Alpha-methylacyl-CoA racemase

APC: Adenomatous polyposis coli (Adenomat6éz Polipozis Coli)

AR: Androjen reseptoru

ATP: Adenozin trifosfat

BCL2: B-cell CLL/lymphoma 2

BRCA 1: Breast cancer 1, early onset

BRCA 2: Breast cancer 2, early onset

BSP: Bisllfit-dizi PCR

BT: Bilgisayarli tomografi

C: Sitozin

CAPB: Capping protein (actin filament) muscle Z-line, beta

CDKN1B (P27KIP1): cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (Siklin- bagimh
kinaz inhibitort 1B)

CDKNZ2B: Siklin- bagimli kinaz inhibitért 2B

CHjs:Metil grubu

COBEP (KLF6): Core promoter element binding protein

CRBP1: Cellular retinol binding protein 1 (Hucresel Retinol Baglayici Protein)
CYP17: cytochrome P450, subfamily XVII, (17-hidroksilaz sitokrom p450)
CYP3A4: Sitokrom P450 3A4

CZ: Santral bolge (central zone)

DHT: Dihidrotestosteron

DMAP1: DNA methyltransferase 1 associated protein 1

DMH: Differential methylation Hybridization (Diferansiyel metilasyon
hibridizasyonu)

DNA: Deoksiribonukleik asit

DNMT: DNA metiltransferazlar

DRE: Parmakla Rektal Muayene

dsDNA: Cift iplikli DNA
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EDTA: Etilen Diamin Tetraasetik Asit

ELAC2: ElaC homolog 2

EZH2: Enhancer of zeste 2

FASN: Fatty acid synthase

FRET: Floresan Rezonans Enerji Transferi

G: Guanin

GSH: Glutatyon

GST: Glutatyon S-transferaz

GSTM1:Glutatyon S-transferaz M1

GSTP1: Glutatyon S-Transferaz P1

GSTT1: Glutatyon S-transferaz T1

HAT: Histon asetiltransferazlar

HDAC: Histon deasetilaz

HGPIN: High grade prostatic intraepithelial neoplasia (ylksek dereceli
prostatik intraepiteliyal neoplazi)

HPC 1: Hereditary prostate cancer 1

HPC X: Prostate cancer, hereditary, X-linked
HPN: Hepsin (transmembrane protease, serine 1)
hTERT: Human telomerase reverse transcriptase
ICF: Immunodeficiency- Centromeric Instability- Facial Anormalies
IGFBP-3: IGF baglayici protein 3

IGF-I: insiilin benzeri bilyliime faktéri

lle: izolésin

kb : Kilobaz

LC: LightCycler

LINEs: Long interspersed nuclear elements

Mb: Megabaz

MBD: Metil-CpG Baglayan Proteinler

MBD: Metil-CpG Baglayan Proteinler

MGMT: O°- metilguanin- DNA metiltransferaz
MRI: manyetik rezonans goruntuleme

MSP: Metilasyon-Spesifik PCR

MSR1: macrophage scavenger receptor 1

MS-SNuPE: Metilasyona Hassas Tek Nukleotid Primer Uzamasi



186

MYC: v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog

NKX3-1: NK3 transcription factor related, locus 1

PAH: Polisiklik aromatik hidrokarbon

PCAP: Predisposing for prostate cancer

PCNA: Proliferating cell nuclear antigen

PIA: Prostat intraepitelyal atrofi

PIN: lyi huylu hiperplastik nodil (prostatic intraepithelial neoplasia)
PSA: Prostat Spesifik Antijen

PTEN: Phosphatase and tensin homolog

PTGS2: Prostaglandin  endoperoxidase synthase 2 (Prostaglandin
Endoperoksidaz Sentez 2)

PZ: Periferik bolge (peripheral zone)

RARPB2: Retinoic acid receptor 2 (Retinoik Asit Reseptori)
RASSF1A: Ras-association domain family 1A

Rb: Retinoblastoma

RFLP: Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi

RLGS: Restriction landmark genomic screening

RNASEL: Ribonuclease L

RT-PCR: Real time polymerase chain reaction

SAM: S-Adenozil metionin

SINEs: Short interspersed nuclear elements

SNP: (Single Nucleotide Polymorphism) Tek nikleotid Polimorfizmi
SRD5AZ2: 5 alfa-reduktaz tip Il (Steroid 5-alpha-reductase 2)
STK11: Serin/treonin kinaz 11

T: Timin

TIMP3: Tissue inhibitor of metalloproteinase 3 (Metalloproteinaz Doku
Inhibitéra 3

Tm: Erime Sicakhgi

TNM: Timor, nod, metastaz

TP53 (p53): p53 tumor suppressor, tumor protein p53

TZ: Transisyonel bolge (transition zone)

Val: Valin

VDR: Vitamin D reseptor

VHL: Von-Hippel Lindau sendromu

WHO: Diinya Saglk Orgti (World Health Organisation)
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