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OZET

APOLIPOPROTEIN E GEN POLIMORFIZMLERININ
PROSTAT KANSERI iLE iLiSKisi

Gamze KAMISLI
Yiksek Lisans, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Hatice MERGEN
Aralik 2014, 53 sayfa

Prostat, mesanenin hemen altinda 18-20 gr agirhginda salgilama yapan bir
organdir. Erkek Uretrasini saran ve mesane boynu ile devam eden prostat bezi,
2.5 cm uzunlugunda, sikistirimig ve ters yuz edilmis konik bir yapi seklindedir.
Prostat, erkekte benign ya da malign olarak en sik degisime ugrayan dokudur.
Prostat bezinin iyi huylu buylumesi, benign prostat hiperplazisi (BPH) olarak
adlandirilir. Prostat kanseri ise, prostat bezindeki hlcre proliferasyonu ve hicre
olumu arasindaki dengenin bozularak, organ hacminin malign buyumesidir.
Prostat kanseri, gelismis bati Ulkelerinde erkeklerde en sik goérulen kanser
cesitlerinden biridir. Prostat kanserinin ylksek insidansina ragmen olusumundaki
molekuler ve genetik olaylar tam olarak aydinlatilamamistir. Ginimuzde prostat
kanserlerinin %5-10’unun ailesel oldugu saptanmistir. Prostat kanserinin de tipki
Alzheimer hastaligi gibi ilerleyen yasla birlikte gorulme sikhdi artmaktadir. Bu
nedenle Alzheimer hastalii’'nda noérodejenerasyona sebep oldugu dustnulen,
tanimlanmis en oOnemli genetik risk faktord Apolipoprotein-E (APOE) geni
allelerinin prostat kanseri ile de ilgili olabilecedi dusunulmektedir. Ayrica lipit
transport ve metabolizmasinda oynadigi énemli roliin yani sira neoplastik gelisim
icin potansiyel dnemi olan; hicre ¢ogalmasi, immunoregulasyon ve anjiyogenez
gibi farkli fonksiyonlara sahip olan APOE’nin yapilan birgok ¢alismada tim kanser

turlerinde etkili olabileceg@i Uzerinde durulmustur.

Bu ¢alismada, APOE polimorfizmlerinin prostat kanseri ile iligkisi arastiriimistir. Bu

amagcla, aralarinda akrabalik bagi bulunmayan prostat kanseri tanisi almis 163



hasta birey ve benign prostat hiperplazisi (BPH) tanii 101 bireyde APOE
genotiplemesi, PZR-RFLP yontemi kullanilarak gergeklestiriimistir.

Calismamiz sonucunda BPH’li bireyler ile prostat kanserli bireyler arasinda

genotip ve allel frekansi agisindan herhangi bir fark bulunamamistir.

Anahtar kelimeler: Apolipoprotein E, APOE, Prostat Kanseri, PZR-RFLP.



ABSTRACT

RELATIONSHIP BETWEEN APOLIPOPROTEIN E GENE
POLYMORPHISMS WITH PROSTATE CANCER

GAMZE KAMISLI
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Hatice MERGEN
December 2014, 53 pages

Located right below the bladder, prostate is an organ which weighs approximately
18-20 gr and produces secretion. The prostate gland, which surrounds male
urethras and ascends to the bladder neck, is a compressed and inverted conical
structure measuring 2.5 cm. Prostate is the most common tissue in male body that
is afflicted with benign or malign neoplasia. Benign growth of prostate gland is
known as benign prostate hyperplasia (BPH). Prostate cancer is malign growth of
organ volume caused by disrupted balance between cell proliferation and cell
death in prostate gland. Prostate cancer is one of the most common cancer types
in males in developed Western countries. In contrast to the high incidence rate of
prostate cancer, molecular and genetic incidents in its development have yet to be
enlightened. Today, it has been determined that 5-10% of prostate cancer is
hereditary. Similar to Alzheimer’s disease, prostate cancer has an increased
incidence rate with advanced age as well. Therefore, the most important identified
genetic factor Apolipoprotein-E (APOE) gene alleles, which are suggested to be
the cause of neurodegeneration in Alzheimer’s disease, are also suggested to be
associated with prostate cancer. Furthermore, several studies have focused on the
possibility that, in addition to its major role in lipid transport and metabolism,
APOE, which has different functions such as cell reproduction, immunoregulation
and angiogenesis that hold a potential importance for neoplastic development, can

be effective on all cancer types.



Association of prostate cancer with APOE polymorphism was studied in this study.
APOE genotyping on 163 patients diagnosed with prostate cancer with no
consanguinity and 101 individuals diagnosed with benign prostate hyperplasia
(BPH) was performed was researched in this study with PCR-RFLP method.

As a result of our study, no difference was found between individuals with BPH
and patients with prostate cancer in respect to genotype and allele frequency.

Keywords: Apolipoprotein E, APOE, Prostate cancer, PCR-RFLP.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AH Alzheimer Hastaligi

APOE Apolipoprotein-E

APS Amonyum persulfat

b¢ Baz cifti

BPH Benign prostat hiperplazisi

°C Celcius

ddNTP Dideoksinukleotid trifosfat

DHT Dihidrotestosteron

DMSO Dimetilsulfoksit

DNA Deoksiribonukleik asit

dNTP Deoksinukleotid trifosfat

EDTA Etilendiamintetraasetik asit

EtBr Etidyum bromar

F ileri primer (forward primer)
HDL Yuksek yogunluklu lipoproteinler
IDL Ara yogunluklu lipoproteinler
IGF-I insiilin benzeri biytime faktor
KAH Koroner arter hastaligi

KVH Kardiyovaskuler hastalik

LDL Dusuk yogunluklu lipoproteinler
M Molar

Ma Molekuler agirlik

mi Mililitre

mM Milimolar

NacCl Sodyum klorur

nm Nanometre

PSA Prostat spesifik antijen

R Geri primer (Revers primer)
rpm Dakika basina devir sayisi ( round per minute)
sdH,0O Steril distile H,O

SDS Sodyumdodesilsiilfat
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1. GIRIS
Erkeklerde ileri yaglarda gorulen en onemli patolojik sorunlardan biri prostat
bezinin benign ya da malign buyumesidir. Prostat bezinin benign buylimesi olarak
tanimlanan BPH (Benign Prostat Hiperplazisi), 60 yas ustindeki erkeklerin %
60’inda bulunan ve tedavisi mumkin olan bir patolojidir [1]. Prostat bezinden
gelisen karsinomatoz lezyon ise ¢ogunlukla prostat adenokarsinomudur ve bu
patolojinin hastaligin ilk evrelerinde hastaligin baslangigc yasi ve semptomliari

bakimindan BPH'dan ayirt edilmesi oldukga zordur [2].

Prostat kanseri, erkeklerde ¢ok sik rastlanan ve akciger kanserinden sonra kanser
Oolumlerinden en c¢ok sorumlu tutulan kanserdir. Ayni zamanda, gelismis ve
gelismekte olan ulkelerde orta yasi gegmis erkeklerde en sik tani konan kanserdir
[3,4]. Bir erkekte 0-39 yaslar arasinda prostat kanseri gelisme olasiigr % 0.01
iken, 40-59 yaslari arasinda % 2.58, 60-79 yaslari arasinda %14.7°dir. Ayrica
yasam boyu bir erkekte klinik 6nemi olan prostat kanseri gelisme olasiligi ise %
17.8 gibi yuksek bir orandir [3].

Yakin ge¢cmise kadar prostat kanseri ileri yastaki erkekler igin kaginilmaz bir sorun
olarak gorulmus ve Uzerinde ¢ok az arastirma yapilmigtir. Son 15 yilda prostat
kanseri biyolojisi ve tedavisi Uzerindeki caligmalar artmigtir. Bunun nedeni ise

daha iyi yagsama kosullarina sahip olmak isteyen yasl populasyonun artmasidir
[5].

Prostat kanseri epidemiyolojisi Uzerine yapilan c¢alismalar, prostat kanseri
patogenezinde cevresel faktorlerin ve genetik degdisimlerin etkili oldugunu

gOstermektedir [5]. Prostat kanserinin % 5-10’unun kalitimsal 6zellige sahip oldugu

dusundimektedir [6].

Birgok kanit, atalarimizin ¢ogunlugunun herbivor oldugunu ve bununla birlikte
yakin atalarimizin kolesterolce zengin diyete gegisiyle ekstra kolestrol yukunu
duzenleyen genlerin onem kazandigini vurgulamaktadir [7,8]. Bu genlerden biri
vucuda hucreler tarafindan kolesterol ve lipit alimina aracilik eden Apolipoprotein-
E (APOE)dir [8,9]. APOE gen urinli ayni zamanda aralarinda prostatin da
bulundugu periferal dokulardaki kolesterolli karacigere tasiyarak ters kolesterol
transportunu da sadlar [7,10]. Kolesterolun prostat kanserinde onemli bir risk

faktora olabilecegi birgok ¢alismada belirtilmistir [11,12 ]
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Alzheimer hastaligr’'nda tanimlanmis en 6nemli genetik risk faktéri olan APOE
geninin prostat kanseriyle iligkili oldugunu dusunduren diger bir neden ise
Alzheimer hastaligi ve prostat kanserinin benzer 6zellikleridir. Her iki hastaligin da
60 yasindan once gorulme sikligi nadirdir, guc¢lu genetik bozulmalar sonucunda
olusur ve 60 yas sonrasi prostat kanseri hastalarinda tipki Alzheimer hastalarinda

oldugu gibi genelde aile dykusu bulunmamaktadir [13].

insanlarda APOE geni 19. kromozomun uzun koluna (19g13.2) lokalize olmus
3597 baz cifti (b¢) uzunlugunda, 4 ekzon ve 3 intron iceren bir gendir [14].
Doérdincl ekzon olgun proteinin 112. ve 158. pozisyonunda bulunan ve APOE’nin
genotipini belirleyen kodonlari igerir [15]. 112. ve 158. pozisyonlardaki sistein
(Cys) ve arjinin (Arg) rezidulerindeki degisimler APOE’nin U¢ ana izoformunu
olusturur [16]. Bunlar tek bir genin Ug allelik formunun (€2, €3, €4) Urtnleridir [17].
Bu allellerin farkli kombinasyonlari alti farkli genotipin meydana gelmesine imkan
verir. Bunlardan en sik goruleni €3/e3 genotipidir. APOE protein varyantlari APOE2
(Cys112, Cys158), APOE3 (Cys112, Arg158), APOE4 (Arg112, Arg158) seklinde
ifade edilir [18]. APOE genindeki bu degisimler plazmadaki lipoprotein
seviyesinde, diyet ve lipit dusuriclu tedavilere cevapta farkliliklarin olusmasina

neden olur [79].

APOE’nin tip 3 hiperlipoproteinoma, kalp hastaliklari, Alzheimer hastaligi, immin

regulasyon ve bilissel suregle ilgili biyolojik sureclerde rol aldigi kanitlanmistir [27].

Prostat kanseri ve APOE allelleri arasindaki iligkiyi inceleyen sinirli sayida calisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismanin, amaci prostat kanseri tanisi almis 163 hasta birey
ve 101 BPH'lI bireyde prostat kanserine yatkinlik ile iligkili oldugu dugunulen

APOE genine ait €2, €3 ve €4 allellerinin belirlenmesidir.


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Tip_3_hiperlipoproteinoma&action=edit&redlink=1

2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, genlerde meydana gelen somatik ve kalitsal degisiklikler sonucunda
hucrelerin kontrolsiz buyumesi ve anormal sekilde yayilimi ile karakterize bir
hastaliktir [19,20]. Kanser sik gorulmesi, olum oraninin yuksek olmasi, tedavisinin
maliyetli ve yan etkili olmasi nedeniyle gunumuzun en 6nemli saglik sorunlarindan
biri haline gelmigtir [21]. Yapilan istatiksel ¢alismalar, kanserin toplumun yaklasik
ucte birinden fazlasinda goruldiugunu gostermistir [22]. Ayrica, % 20'den fazla
oranda oOlumlerden sorumlu oldugunu ve gelismis ulkelerin toplam saglik
harcamalarinin yaklasik % 10’undan fazlasini kanser tedavileri harcamalarina

yaptiklarini gostermistir [22].

Tablo 2.1. Turkiye’de 2004-2008 yillari arasindaki 6lum nedenlerinin cinsiyete
gore dagilimi [23].

Erkek Kadin
Kalp ve damar 36,2 44,4
hastaliklari
Kanser 24,4 16,0
Solunum yolu 10,1 7,4
hastaliklari
Metabolik 4.8 8,3
hastahklar
Zehirlenme ve 4.9 2,8
travma
Diger 19,6 21,0

Kanser gorilme sikhdindaki artisi agiklamak igin; degisen yasam tarzlar ve
tuketim aligkanliklari, endustriyel gidalarin tuketimi ve endustrinin zararl etkilerine
maruz kalinmasi gibi bazi nedenler 6ne surulse de bu konuda net bir gerekge
gosterilememektedir [24].

Toplumdaki saglik bilincinin artmasi, saglik hizmetlerine erisimin kolaylagsmasi,
yeni tani araglarinin devreye girmesi ve sik gorulen kanserler igin uygulanan
tarama yontemleri ile teshis edilen kanser sayisinin artmasi da kanser
insidansindaki artisin bir nedenidir [24].

2012 yili verilerine gore dinyada toplam 14,1 milyon yeni kanser vakasi gelismis

ve 8,2 milyon kansere bagll 6lum olmustur [24].



Kanser artis hizinin bu sekilde devam etmesi durumunda, 2025 yilinda toplam
19,3 milyon yeni kanser vakasi olacagi tahmin edilmektedir. Bu vakalarin (% 56,8)
ve kanser kaynakli élimlerin (% 64,9) yarisindan fazlasi da az gelismis ulkelerde

g6zlenmektedir [25].

Tablo 2.2. Tiarkiye’deki 2012 kanser insidansi (26).

Yil Yas Erkek Kadin
<65 51373 44401

2012 >=65 34448 17742
<65 52727 48076

2015 >=65 7890 13589

Cinsiyet ayrimi olmaksizin 2003 yili verilerine gore yapilan siralamada Turkiye'de

en sik rastlanan on kanser turt Tablo 2.3'de verilmigtir.

Tablo 2.3. Turkiye'de 2007 yilinda en sik gorulen on kanser turu [24].

Olgu sayis1 | % insidans
Akciger 7754 15,70 11,04
Meme 5828 11,80 8,30
Prostat 2122 4,30 5,97
Deri 3703 7,50 5,27
Mide 3448 6,98 4,91
Mesane 2400 4,86 3,42
Kolon 2247 4,55 3,20
Kemik iligi 1833 3,71 2,61
Beyin 1643 3,33 2,34
Rektum 1555 3,15 2,21
Diger 16854 34,13 24,00
Toplam 49387 100,00 70,32




Yapilan arastirmalarda erkeklerde kanser gorulme sikhginin kadinlara oranla daha
fazla oldugu belirtiimektedir. 2004-2009 vyillari arasindaki yasa standardize

insidans hizlarinin cinsiyete gore dagilimi Sekil 2.1’de gosterilmigtir.

300 Kist Sayist

/\ 269,7
2790 2805

250 »

246,5 256,4

236,3
200
173,3
150 ///’_,_ — Erk ek
1581 1651 720 i
1a2,9 1497 ——t
100
50
0 Yil
2004 2005 2006 2007 2008 2009

Sekil 2.1. Yasa standardize insidans hizlarinin cinsiyete gére dagilimi [25].

Erkeklerde gobzlenen yuksek kanser insidansi zaman icinde duzenli bir gekilde
artmakta ve aradaki farki korumaktadir. Erkeklerde en sik gdézlenen on kanser turu

ise Tablo 2.4’de gdsterilmistir.



Tablo 2.4. Turkiye'de 2007 yilinda erkeklerde en sik gorulen on kanser turu [24].

Kanser tipi | Olgu % insidans
sayisl

Akciger 6828 24,22 19,20
Mide 2275 8,07 6,40
Prostat 2122 7,53 5,97
Mesane 2109 7,48 5,93
Deri 2006 7,12 5,64
Larinks 1324 4,70 3,72
Kolon 1240 4,40 3,49
Kemik iligi | 1090 3,87 3,06
Beyin 923 3,27 2,60
Rektum 906 3,21 2,55
Diger 7366 26,13 20,71
Toplam 28189 100,00 79,26

2.2. Prostat Kanseri

Prostat, erkeklerde idrar torbasinin altinda, idrar yolunu gevreleyen, meni sivisinin
bir kismini olusturan kuguk bir salgi bezidir [28]. Normal bir prostat 18 gram
agirhginda, 3 cm uzunlugunda, 4 cm genigliginde ve 2 cm kalinligindadir [29]. Orta
yaslardan sonra prostat bezi blyumeye baslar. Ancak bu blyimenin sebebi her

zaman kanser degildir [28].

Urolojik kanserler erkeklerde teshis edilen bltiin kanserlerin Ugte birini

olusturmaktadir ve prostat kanseri de bu kanserler arasinda en yaygin olanidir.
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Prostat kanseri diger kanser turleri gibi vucuttaki normal hicre buyumesinin

bozularak prostat bezinin kétu huylu bayumesi olarak tanimlanabilir [29].

Tablo 2.5. Turkiye'de 2007 yilinda en sik gorulen Grogenital sistem kanserlerinin

dagihimi [24].

Erkek Kadin Toplam
Kanser | Say1 |insidans | Say1 |insidans | Say1 |insidans
tipi
Prostat | 2122 5,97 - - - -
Testis 475 1,34 - - - -
Bobrek | 531 1,49 337 0,97 868 1,24
Bobrek | 11 0,03 7 0,02 18 0,03
pelvis
Ureter | 14 0,04 4 0,01 18 0,03
Mesane | 2109 | 5,93 291 0,84 2400 |3,42

Prostat kanseri en sik tani konulan kanserler arasinda ikinci, 6lume en sik yol

agan kanserler arasinda da dérdincu sirada bulunan bir malignite nedeni oldugu

icin dunya capinda onemli bir saglk sorunudur [30]. Bu 6nemli saglik sorunu

uzerine yapilan ¢aligmalar, daha iyi sartlarda yagsamak isteyen yasli populasyonun

artmasiyla birlikte artis gostermektedir [5].




Normal Prostat Blyumus Prostat

idrar dolu sismis mesane

Bobreklerden gelen
Mesane uretra girigleri
duvan

/ ‘\

Normal

prostat \

= e Buyumus prostat uretray

onden gorunum sitkigtirarak idrar akigini
engeller ve mesane idrar
dolup siger

Urine

Sekil 2.2. Normal ve buylimus prostat bezinin dnden gérinimunin sematize hali
[30].

2.2.1. Prostat Kanseri Epidemiyolojisi

Prostat kanseri epidemiyolojisi Uzerine yapilan ¢alismalar prostat kanseri insidansi
ve mortalitesinin cografi bdlgeler ve populasyonlar arasinda degistigini
gOstermektedir [31]. Irk, diyet aliskanhidi, yasam tarzi, cografya, tarama ¢alismalari
gibi nedenlerden dolayi prostat kanseri insidansi Ulkeden ulkeye hatta ayni tlkenin
farkli yerlesim bolgelerine gére degismektedir [32]. En duglk insidans basta Cin ve
Japonya olmak Uzere Asya lkelerindeyken, Iskandinav (lkeleri ve Kuzey
Amerika’da, 6zellikle Afrika kokenli Amerikalilarda bu oran en ylksek seviyelere
cikmaktadir. Prostat kanseri nedeniyle mortalite oranlarinda ise en yuksek oran
isveg'te iken en disiik oran Asya Ulkelerindedir [33]. Ulkemizde prostat kanseri
insidansi ile ilgili kesin epidemiyolojik veriler bulunmamaktadir. Fakat 1995-1996
yillari arasinda izmirde yapilan bir calismada prostat kanserinin izmir ilindeki
insidansi % 0.00091 olarak belirlenmistir [34]. Kanser kayit merkezinin 2003

verilerine gore de izmirde prostat kanseri goriilme sikh@ % 0.00018, Ankara’da %



0.00012, Antalya’da % 0.00019, Edirne’de % 0.00004, Erzurum’da % 0.00002,
Eskisehirde % 0.00010, Samsun’da % 0.00016 ve Trabzon’da % 0.00016°dir
[24].

1990’larda prostat spesifik antijen (PSA) testinin uygulanmaya baglamasiyla
hastaligin teghisi kolaylasmis boylece prostat kanseri insidansinda hizli bir artig
s6z konusu olmustur. Insidansin artmasinda toplumsal biling kazanimi, degisen
tedavi uygulamalari, rutin kontroller gibi baska aciklayici faktérler olsa da PSA’nin

erken teshis ve dolayisiyla erken tedavide 6nemli bir etkisi bulunmaktadir [35].

2.2.1.1. Prostat Spesifik Antijen (PSA)

PSA, Kallikrein gen ailesinin bir tyesi olup erkeklerde prostatik epitel ve peritretral
bezlerden salgilanan bir serin proteazdir [36]. Prostat hlicreleri tarafindan salgilan
33.000 Dalton agirhiginda bir glikoprotein olan PSA, semenin sivilagsmasina
yardimci olmaktadir [37]. PSA yuksekligi prostat hastaliginin gostergesi olabilir;
fakat prostat kanseri olan herkesin serum PSA degerleri yliksek olmadidi gibi PSA
yuksekligi de kansere o6zgll degildir [38]. Prostat kanserinde PSA Uretimi
farkhlasmanin derecesine baglidir. BPH'da PSA ylUkselmesinin transizyonel zonun

boyutu ile orantili oldugu hesaplanmigtir [36].
2.2.2. Prostat Kanseri Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

Prostat kanseri etiyolojisi henlz tam olarak bilinmemekle birlikte, hastalia neden

oldugu dusunulen bazi risk faktorleri belirlenmistir [39].
2.2.21. Yas

Prostat kanseri riski artan yasla birlikte artmaktadir. 39 yasin altindaki bir bireyde
prostat kanseri riski % 0.01 iken, 60-70 yas arasinda bu oran 1/8'e ¢ikmaktadir
[40]. 80 yasini gegmis erkeklerin % 70’inde klinik olarak bulgu vermeyen histolojik

prostat kanseri bulunmaktadir.
2.2.2.2.1rk

Belirgin cografi ve etnik varyasyonlar gosterir. Zencilerde, benzer egitim seviyesi
ve sosyoekonomik durumdaki beyazlara gore hastaligin gortulme insidansi daha
yuksektir [40]. En yUksek oranlar Amerika Birlesik Devletleri’nde o6zellikle siyah

populasyon gruplari arasinda, Kanada, isvigre ve Avusturya’da gérilmektedir. En
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disiik oranlarin italya ve ispanya’daki cesitli populasyonlar ve Kore, Cin ve
Hindistan’da bulundugu gorulmektedir [35].

2.2.2.3. Diyet

Ozellikle ayni irksal kbkene sahip ama farkli cografi bolgelerde yetisen erkeklerde
farkli insidanslarin olmasi, diyetteki farklihdin 6nemini ortaya koymaktadir.
Gocgebeler Uzerinde yapilan epidemiyolojik c¢alismalar da prostat kanseri
gelisiminde diyetin 6nemini vurgulamaktadir [41]. Bu nedenle makro besinlerin
alimi ile prostat kanseri arasindaki iligki birgok arastirmanin odak noktasi olmustur.
Ancak oOzellikle yakin donemde yapilan g¢alismalarin bulgular tutarlihk arz
etmemektedir [42].

Gecgmis yillarda yapilan galismalarda ylksek miktarda alinan yag miktarinin in
vivo, in vitro ve hayvan deneylerinde prostat kanser hicre proliferasyonunu
uyardig1 gézlemlenmigtir [43]. Diyet ile yiksek oranda yag aliminin prostat kanseri
insidansini artirdigini  savunan bazi calismalarda bu riskin alternatif bazi
mekanizmalar araciliyi ile gerceklestirildigi savunulmaktadir. Ornegin, bazi
calismalarda daha az ya§ tlketen hastalarda, testosteron dizeyinin daha az
oldugu gozlemlenirken diger c¢alismalarda yagin serbest radikal kaynagi
olabilecegi ya da yag asidi metabolitlerinin karsinojenik olabilecedi gdozlemlenmigtir
[44].

Yapilan galismalarin bir kisminda, prostat kanseri ile yag tliketimi arasinda bir iligki
bulunsa da bu iliski Uzerinde henlz bir gorus birligi saglanamamigtir. Etnik olarak
farkh populasyonlarda bulunan bireyler Gzerinde yapilan galismalardan elde edilen
bulgulara gore, yag ve et tuketiminin prostat kanseri riskini onemli Olgude

etkiledigine dair bir kanit bulunamamigtir [42].

Genel olarak kanser riskini azalttig1 ifade edilen omega-3 yag asitlerinin besin
takviyesi olarak kullaniminin, prostat kanseri riskinin azalmasiyla herhangi bir
iliskisi bulunamamistir [45]. Bir oleik asit kaynagi olan zeytinyaginin ise prostat
kanseri riskini azalttigina dair c¢alismalar bulunmaktadir. Bu durum Glney
italya’nin pek ¢ok boélgesinde gdzlemlenen disiik kanser insidansi ile tutarlilik arz
etmektedir [46].

Yapilan bazi caligmalarda ise obezitenin prostat kanseri ile iligkili oldugu

g6zlemlenmistir [47]. Obezitenin prostat kanseri insidansi Uzerindeki etkisi hala
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tartismalidir; fakat etkinin adipoz dokuda Uretilen leptin, timor nekrozis faktor-alfa,

adiponektin gibi sitokinler araciligi ile olabilecegi dugunulmektedir [48].

Kalsiyum ve prostat kanseri iligkisi Uzerine yapilan bazi c¢aligmalarda yuksek
kalsiyum tuketiminin prostat kanseri riskinde artisla iligkili oldugu bulunmustur.
Mekanizma tam olarak bilinmemekle birlikte yuksek kalsiyumun, D vitamini
uretimini azaltabileceg@i ve hucre proliferasyonunu uyarabilecegi dusunulmektedir
[49]. Ulusal Saglik Enstituleri (NIH-AARP) kalsiyum ve sit Urlnleri Gzerine yaptigi
calismada kalsiyum ve sut Urunlerinin prostat kanseri riskini artirdigina dair

herhangi bir kanit bulamamisgtir [46].

Kuvvetli bir antioksidan oldugu bilinen ve domateste bol miktarda bulunan likopen
alimiyla bazi kanser turleri arasinda ters yonlu bir iligki oldugu bildirilmigtir.
Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag idaresi (FDA), domates tiiketimiyle prostat,
over, mide ve pankreas kanserleri arasinda ters yonlu bir iligki oldugu gorasinu
desteklemektedir [50].

Yine bir antioksidan olan glutatyon peroksidazin eser mineral bileseni olan
selenyumun da prostat kanseri riskini azalttigi dusunilmektedir. Selenyumun
prostat kanseri gelisimini karsinogenezin erken safhalarinda etkileyerek azalttigi
dusundlmektedir [50].

Vitamin-E (alfa tokoferol) hlicre zarini serbest radikallerin etkilerinden koruyan bir
antioksidandir. Kanser gelisimini Onleme etkisini direkt olarak apoptozis

indUksiyonu ile gergeklestirdigi dusunulmektedir [51,52].
2.2.2.4. Fiziksel Ozellikler

Bazi calismalarda uzun boylu erkeklerin prostat kanserine daha yatkin oldugu
belirtilse de bu konuda net bir gorus birligi saglanamamistir. Uzun boylu erkeklerin
prostat kanseri yatkinhdinin arastiriima nedeni insilin benzeri buylime faktora
(IGF-1) duzeyi ile boy arasinda bir korelasyon oldugunun bilinmesidir [44]. Yakin
dénemde yapilan bazi c¢alismalarda ise IGF-I'in normal ve transforme prostat
epiteli Uzerinde hem mutajenik hem de apoptotik etkiye sahip oldugu iddia edilse
de prostat kanseri ile aralarinda net bir iligki ortaya konulamamistir. Fakat IGF-
baglayici protein-3’le (IGFBP-3) prostat kanseri arasinda anlamli bir sonug ortaya

konulmustur. Bu galismada yuksek IGFBP-3 seviyesinin prostat kanseri ile iligkili
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oldugu bulunurken, IGF-lI'in yuksek seviyesi igin benzer sonuglar elde
edilememigtir [53].

2.2.2.5. Seksiiel Aktivite

Seksuel aktivitenin bireyleri enfeksiydz ajanlara maruz biraktigi icin prostat
kanserine neden oldugu dugunulse de enfeksiydz ajanlarin kanser etiyolojisindeki
roli konusunda celigkili sonuglar elde edilmigtir. Bazi ¢alismalar erken cinsel iligki
ve cinsel partner sayisinin fazlaligi da prostat kanseri riskini artiran etmenler

arasinda oldugunu gostermektedir [44].
2.2.2.6. Hormonlar

Dolagimdaki androjenlerin prostat kanseri etiyolojisine dahil olduklarindan uzun
suredir suphelenilse de bu konuda net bir goris saglanamamistir. Avusturalya’da
yapilan bir calismada ylksek testosteron ve adrenal androjenler agresif prostat
kanseri ile iliskilendirilirken agresif, olmayan prostat kanseri ile bir baglantisi

oldugu gosterilememistir [54].
2.2.2.7. Sigara ve Alkol Kullanimi

Tdm kanser tarleri ile % 80 iligkisi oldugu bilinen sigaranin prostat kanseri ile

iligkisine dair net bir gorus birligi bulunmamaktadir [44].

Alkol kullanimiyla testosteron duzeyinde bir artis oldugu bilinmektedir. Testosteron
seviyesindeki azalmanin prostat kanseri riskini azaltabilecegi yonunde calismalar
bulunmaktadir [55]. Bununla birlikte prostat kanseri ve alkol tiketimi arasinda

iliskinin ortaya konamadigi ¢alismalar da mevcuttur [56].
2.2.3. Prostat Kanseri Belirtileri

Prostat kanseri genelikle kanser Uretraya baski yapacak kadar buyumeden belirti
vermez. Sik idrara ¢ikma, idrar yaparken zorlanma, idrar kalinliginda azalma, gece
idrara ¢ikma ya da idrarda kan gorulmesi gibi belirtiler verebilecegi gibi bazen de
tumor uzak dokulara yayilana kadar hi¢ belirti vermeyebilir. Bu durumda hasta

agri, halsizlik ve kilo kaybi gibi sikayetlerde bulunabilir [57].

Mesane c¢ikimi obstruksiyonu belirtileri prostat kanserine bagli olabilecegi gibi,
daha siklikla beraberindeki BPH’a bagli olarak da gézlemlenebilir [58].
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2.2.4. Benign Prostat Hiperplazisi (BPH)

Erkeklerde benign ya da malign en fazla transformasyona ugrayan doku olan
prostat bezinin iyi huylu buyumesi olarak tanimlayabilecegimiz BPH, erkek
bireylerde en sik gériilen hastaliklardan biridir [59]. idrar kanali ({iretra) cevresinde
bulunan prostat hucrelerinin kontrolsiiz ¢ogalip idrar torbasi (mesane) c¢ikimini
tikamasiyla idrar akimina engel olmasi durumudur [60]. Histolojik bulgulara gore
40-50 yas arasindaki erkeklerde gorulme sikhdi yaklasik olarak % 25, 50 yas
uzerindekilerde % 50 ve 70 yas uUzerindeki erkeklerde ise % 80’dir [61].

Prostat kanserine de neden oldugu dusunulen faktorler arasinda; androjenler,
ostrojenler, stromal epitelyal etkilegsimler ve buyume faktorleri yaninda etkinligi
kesinlesmis olan yas ve fonksiyonel testis sayilabilir [62]. BPH’daki bluyimenin asil
nedeninin ise epitelyal ¢ogalmay! uyaran androjenik etkinin ilerleyen yaslarda

yeniden ortaya ¢ikmasi oldugu dusunulmektedir [63].

BPH tedavi edilmedigi takdirde bdbrek yetmezligi, piyelonefrit ve bazen sepsise
neden olan uriner sistem enfeksiyonlari, mesane taslari gibi yan etkilere neden

olabilir [63]. Bu nedenle BPH’in erken teshis ve tedavisi oldukga dnemlidir.

Serumdaki PSA duzeyini artiran BPH disi etmenler olsa da serumdaki PSA duzeyi
hastanin prostat kanseri ayrimi agisindan oldukga énemlidir. BPH’li hastalarin %
28’inde serumdaki PSA > 4 ng/ml civarindayken; prostat kanserli hastalarin % 20-
30’'unda PSA normal dizeylerde olabilir. Organa sinirh prostat kanserinde PSA
duzeyi 4 ng/ml Uzerinde oldugunda % 64 oraninda teshis edilebilmektedir [64].
Yuksek serum PSA’sinin BPH’a mi bagl yoksa prostat kanserine mi bagl oldugu

ayrimini yapmak ise halen problem olusturmaktadir.

Tablo 2.6. Yasa gore PSA degerlerinin dagilimi [64].

Yas(yil) PSA Degeri (ng/ml)
40-49 0-2.5
50-59 0-3.5
60-69 0-4.5
>70 0-6.5
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2.2.5. Prostat Kanseri Tanisi

Erken teshis edildiginde tedavi sansi yuksek olan prostat kanseri periferal zondan
koken aldigi igin siklikla erken donemde bulgu vermez. Bu nedenle tarama
calismalarinin hastaliktaki onemi buyuktar. Prostat kanser riskini degerlendirmede
ilk asama parmakla rektal muayenedir. Bu muayenede prostatin buyukliga,
kivami ve kitle icerip igermedigi kontrol edilir. Prostat hastaliklari tanisinda diger
bir 6nemli agsama ise kandaki PSA dizeyinin belirlenmesidir. Yapilan idrar tahlilleri
ile de idrarda kan veya iltihap hicrelerinin olup olmadigi kontrol edilmektedir.
Transrektal ultrasonografi aleti makata vyerlestirilerek de prostatin i¢ yapisi
incelenip prostatin buyukligu ve i¢ yapisi hakkinda daha detayl bilgi edinilebilir.
Eger bu yapilan test sonuglari hastanin prostat kanseri olabilecegini isaret
ediyorsa mutlaka doku orneklemesi (biyopsi) yapilmalidir. Alinan 6érnek patoloji
uzmani tarafindan deg@erlendirilerek genellikle en sik kullanilan derecelendirme
sistemi olan Gleason Skorlama sistemine gore 2 ile 10 arasinda bir deger alir. Bu
derecelendirme kanser hicrelerinin normal prostat hulcrelerine benzerliginin
derecesidir [60].

Prostat kanserinde uygulanacak tedavi hastaligin vicuda ne kadar yayillim
gosterdigi ile dogrudan iligkilidir. Bu nedenle eger dokuda kanser saptanmissa

dogru tedavi icin hastaligin hangi evrede oldugunun bilinmesi gerekmektedir.

- Normal prostat

L. Mesane

. Prostat

" Evre 1 Evre II Evre 111 Evre IV

Sekil 2.3. Prostat kanseri evreleri [65].
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Evre |: Bu agsamada kanser parmakla rektal muayenede hissedilmez. Genelde
prostat buyumesi gerekgesiyle yapilan cerrahi mudahale sirasinda ortaya ¢ikar.

Kanser sadece prostattadir.

Evre Il: Bu asamada kanser biraz daha ilerlemistir fakat prostat disina yayilim

henlz gergeklesmemisgtir.

Evre lll: Bu asamada kanserin prostat disina yayilimi gdzlenmektedir, fakat

yayllim lenf nodlarina kadar ilerlememistir.

Evre 1IV: Kanser artik lenf nodlarina, diger organ ve dokulara yayilim

gOstermektedir [66].

Tedavi planlamasi yapilirken hastaligin evresi, hastanin yasi ve genel saglk

durumu goz onunde bulundurularak en uygun tedavi segilir.
2.2.6. Prostat Kanserinin Onlenmesi

Prostat kanserinin onlenmesi halkin buyudk bir kismi agisindan, hastalikla iligkili
maliyetler, morbidite ve mortalite acgisindan oldukga 6nemli olacaktir. Kisinin
prostat kanseri riskini azaltmak Uzere ¢esitli yaklagimlar bulunmaktadir. Bunlardan
biri D vitamini takviyesi ve beslenme aligkanliginin degistiriimesidir. Daha ¢ok
umut vaad eden diger bir yaklagim ise; 5-alfa-reduktaz inhibitorleri ile prostat
hacminin % 20-30 oraninda azalmasidir. Bu durum, testosteronun prostat
blylmesine neden oldugu disunulen aktif sekline, yani dihidrotestosterona (DHT)

donusmesinin engellenmesiyle saglanir [67].
2.2.7. Prostat Kanseri Genetigi

Prostat kanserine kalitsal yatkinhgin % 5-10 arasinda oldugu ve erken yas prostat
kanserlerinin % 40’inin 55 yas 6ncesi tani konulan kalitsal bir bozukluga sahip
olan bireylerden olustugu bildirilmistir [68]. Bir erkekte prostat kanseri gelisme riski
kanserin ortaya c¢ikis yasina ve birinci derece akrabalarinda hastaliga yakalanan
kisilerin sayisina gore artmaktadir. Birinci derece akrabalarindan birinde prostat
kanseri olan bir kiside prostat kanseri gelisme riski, aile dykisu olmayan bir kisiye
goére 2 kat artarken, akraba sayisi 2 ya da 3’e ciktiginda bu risk 5 ya da 11 kat
artmaktadir [69].

Kompleks bir problem olan prostat kanseri ile iligkili oldugu bildirilen dokuz gen

bulunmaktadir. Bu genler disinda da birgcok kromozomda mutasyonlar oldugu
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bilinmektedir [70]. Bu genler RNASEL/HPC1, ELAC/HPC2, SR-A/MSR1, CHEK2,
BRCA2, PON1, OGG1, MICI ve TLR4dur. Tanimlanan bu genler arasinda en
karakterize olan 1. kromozomun uzun kolunda bulunan HPC1 genidir. Prostat
kanserinin X’e bagli kalitim gosterdigi iddia edilen bazi ¢alismalarda ise; HPCX
geninde hassas bir bdlge tanimlanmistir. HPCX geninin ailesel kanserlerin

yaklasik % 16’sindan sorumlu oldugu dusunulmektedir [71].

Bunlar diginda beyin kanseri ile iligkili oldugu bilinen CAPB geninin prostat kanseri

ile iligkili olduguna dair galismalar bulunmaktadir [44].

Prostat kanseri insidansi yuksek 47 Fransiz ve Alman ailenin incelenmesiyle bu

ailelerin % 50’sinin PCAP gen bdlgesinde bir mutasyon oldugu bulunmustur [44].

Androjen metabolizmasindan sorumlu pek ¢ok gen polimorfizmi de prostat kanseri
ile iligkilidir [72]. 5-alfa rediktaz enzimi membran Uzerinde bulunur ve testosteronu
dihidrotestosterona geri donusumsuz metabolize eder. Olusan DHT, androjen
reseptorlerine baglanarak reseptdr hormon kompleksini olusturur. Boylece prostat
dokusunun kendini yenilemesi ile ilgili sure¢ baslar [73]. DHT seviyesinin anormal
artisina neden olabilecek faktorler prostat kanserine neden olabilir. Yani androjen

metabolizmasinda etkili genler, prostat kanseri icin aday genlerdir.

Kalitsal prostat kanserine neden olan birden fazla genin varligi, sporadik olgu
sayisinin fazlaligi, hastaligin fenotip ve ilerleyisinin aile icinde bile buyuk farkliliklar
gOstermesi  prostat kanseri ile iligkili hassas genlerin tanimlanmasini

guglestirmektedir [69].
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Tablo 2.7. Prostat kanserinde etkili oldugu disunulen genlerden bazilari [74].

Kromozom ilgili Genler Aciklama

lokasyonu

5q APC,a-catenin Genellikle nukseden
tumorlerde

9p MTS1 Sadece hlcre hatt
mutasyonlari

10p Mxill Erken lezyonlarda bulunur
(PIN)

10921 ANX7 TUmor supresor aktivitesi

11p(pl1,2) KAI1 Metastaz supresor aktivitesi

169(g23-qgter) E-cadherin Zayif prognoz ve azalmis E-
cadherin ekspresyonu

17p P53 ileri ddnem ve zayif prognoz
ile iliskili

19¢ C-CAM BPH ve PIN’de bulunur

8q(q24) Myc Nukseden ve ileri donem
primer tumorlerle iligkili

18q Bcl-2 Nukseden tumorlerde
bulunur

X(p11-913) AR Nukseden timorlerde
bulunur

Birkac lokusta

Ras Gen ailesi

Bati tlkelerinde gortulmez

2.3. Apolipoprotein-E Geni ve Proteini (APOE)

insan APOE geni 19. kromozomun uzun kolunda (19q13.2) bulunmaktadir [14].

Yaklagsik olarak 3.7 kb uzunlugundadir, 4 ekzon 3 intron igerir. Dorduncu
ekzondaki 112. ve 158. kodonlar APOE’nin genotipini belirler [15].
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Sekil 2.4. APOE geninin kromozom 19 Uzerindeki lokasyonu [75].

APOE transkripsiyonu ve RNA kirpilmasi sonucunda olusan mRNA'nin

translasyona ugramasiyla 299 amino asitlik APOE olusur [15].

Polimorfik bir lipit transport proteini olan APOE’nin U¢ yaygin izoformu
bulunmaktadir. Bu U¢ kodominant allel (€2, €3, ve €4), €2/e2, €2/€3, €2/€4, €3/€3 ,
€3/ed ve ¢€4/e4 gibi alti farkh genotipin olusmasina neden olur [76].
Populasyonlarda genel olarak en yaygin allel % 77.9 frekansa sahip olan €3’dur.
€3'0 % 13.7 gorulme frekansi ile ¢4 ve % 8.4 ile €2 takip etmektedir [77].
Tarkiye’de ise bu oranlar yaklasik olarak €3 igin % 80.3, €2 icin % 11.6 ve €4 icin %
8.1 olarak belirlenmistir [78]. Genotip sikliklari ise €3/€3, €3/€4, €2/€3, €4/c4, €2/4
ve €2/€2 seklinde azalarak siralanmaktadir [17]. APOE’nin bu izoformlari diginda

60 farkl varyanti karakterize edilmistir [79].

APOE genindeki izoformlar, 112. ve 158. pozisyonlardaki sistein ve arjinin
rezidulerindeki degismeler sonucu olusur [16]. APOES3; 112. pozisyonda sistein
158. pozisyonda ise arjinin igerirken APOE2 hem 112. hem de 158. pozisyonda
sisetein icerir. APOE4 ise 112. ve 158. pozisyonda arjinin amin oasidini
icermektedir [8]. Bu amino asit degisiklikleri APOE izoformlarinin yapisini, lipit ve

reseptore baglanma yeteneklerini etkiler [80].
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Ekzom 1 Ekzon 2 Ekzon 3 Ekzon 4

5’ _l_._-_” 3’

APOE2

NHa Sistein 112 Arjinin 158

COOH

i

APOE4 Arjinin 112 Arjinin 158
NHa COOH

APOE2

J

Sistein 112 Sistein 158
HHz COOH

Sekil 2.5. APOE geninin allelleri [81].

APOE proteini N-terminal ve C-terminal domeyni olmak Uzere iki yapisal
domeynden olusur. Bu domeynler bagimsiz katlanmalar gOsterir ve farkli

fonksiyonlardan sorumludur [82].
2.3.1. Apolipoprotein-E Proteini Fonksiyonu

Lipit ve protein bilesiminden olusan lipoproteinler suda ¢ozunemeyen lipit
molekullerini kan dolasimi ile gesitli organ ve dokulara tasirlar. Lipoproteinlerin
protein kismina apolipoprotein ya da apoprotein denir [18]. APOE, APOC ve
APOB en 6nemli apolipoproteinlerdir [9].

APOE lipit metabolizmasinda gorev alan apolipoproteinlerden biridir. Kolesterolin
hdcre ici ve hicre disindaki hareketini kolaylastirir [83]. Karacigerde sentezlenen
ve trigliseridleri karacigerden periferik dokulara tasiyan VLDL’nin, hicreler arasi
kolesterol dagiliminda onemli rol oynayan HDL'nin ve diyet lipitlerini barsaklardan,
karaciger ve diger dokulara tasiyan silomikronlarin ana bilegsenleridir [18].
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Tablo 2.8. Lipoproteinlerin APOE bilesenleri ve bu komplekslerin gorevleri [84].

Lipoprotein Fonksiyon APOE igerigi
HDL Kolesterol esterlerinin
ekstrahepatik dokulardan Var

karacigere taginmasi

Kolesterol esterlerinin kandan

LDL ekstrahepatik hicrelere Yok
tasinmasi
IDL Kolesterol esterlerinin  ve Var

trigliseridlerin taginmasi

VLDL Endojen kaynakl trigliseridlerin
karacigerden kana taginmasi Var

Silomikronlar | Lenfatikler araciligi ile diyeter

lipidin  barsaklardan  kana v
ar

tagsinmasi

APOE lipit transportu disinda rejenerasyon ve immunolojik sureglerde de rol

oynamaktadir [85].

APOE merkezi sinir sisteminin de ana apolipoproteinlerindendir. Sinir hasarlarinda

ve rejenerasyonunda APOE ekpresyonunda artis gbzlemlenmektedir [86].
2.3.2. Apolipoprotein-E Geninin Eksprese Edildigi Dokular

APOE ozellikle sindirim, endokrin, sinir, Ureme sistemlerinde kismen de goérme ile
iligkili sistemler ve immun sistemde ifade edilir [87]. Kan plazmasinda bulunan
APOE’nin buyuk bir kismi karacigerde hepatositlerde Uretilir. Karacigerden sonra
en ¢cok APOE beyinde astrosit hucreleri tarafindan sentezlenir. Arterlerdeki duz
kas hucrelerinde ve derideki keratinositlerde de APOE sentezi yapilmaktadir [9].
Bunun disinda dalak hucreleri, akcigerler, adrenaller, overler ve bodbrekler de

sentez edildigi yerler arasindadir [86].
2.3.3. Apolipoprotein-E ile iligkili Hastaliklar

Birgcok hastaligin etiyolojisine isik tutulmasinda APOE oldukga etkilidir. APOE
geninin farkli hastaliklarla iligkili oldugunu gdsteren birgok ¢alisma bulunmaktadir.
Kisinin genetik olarak koken aldigi populasyona bagli olarak, APOE geni
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allellerinin Alzheimer, ateroskleroz, tip lll hiperlipoproteinemi, kognitif fonksiyon,

norit buyumesi gibi hastaliklarda etkili oldugu bulunmustur.
2.3.3.1. Tip lll Hiperlipoproteinemi (Ailesel Disbeta Lipoproteinemi)

APOE'’deki degisiklikler sonucu otozomal resesif lipit bozuklugu olan Tip |l
Hiperlipoproteinemi (Ailesel Disbeta Lipoproetinemi) meydana gelmektedir [84].
Hiperlipoproteinemi hastalarinin ¢gogunda €2 allelinin homozigot olarak bulundugu
belirtilmistir [84]. Bu hastalik erkeklerde ucglUncu dekattan sonra, kadinlarda ise

menapoz sonrasinda gorulmektedir [88].
2.3.3.2. Alzheimer Hastaligi

Demansin (bunama) en sik gorulen sekli olan yavas ve progresif seyirli,
dejeneratif bir hastalik olan AH’1 diinyada 24 milyondan fazla insani etkilemektedir
[89]. 65-85 yaslari arasinda prevalansi artmaktadir. AH hafiza kaybi, bilissel
disfonksiyon ve baska noropsikiyatrik semptomlarla kendini gosteren, kalitsal veya
sporadik olabilen ve genellikle duruma goére erken baslangigl (65 yas dncesi) veya
ge¢ baslangicli (65 yas sonrasi) olarak siniflandirilan bir hastaliktir. AH’da
etkilenmis kisilerin beyinlerinde néronal hlicre kaybi, senil plaklarda amiloid beta

birikimi ve norofibriler yumak olusumu goézlenir [90].

APOE ¢4 alleli ge¢ baslangich AH'nin ve sporadik formlarinda énemli bir genetik
risk faktoradur [90]. Ge¢ baslangiclh AH'da APOE ¢4 allel sayisindaki artis ile
birlikte AH riski % 20’den % 90’lara gikmakta ve hastaligin ortalama baslangi¢ yasi
84’den 68’e inmektedir. Boylece APOE €4 gen dozu gec¢ baslangi¢gh AHda major
risk faktorl olarak karsimiza c¢ikmakta ve aslinda APOE €4 alleli agisindan
homozigotluk 80 yasinda AH’na yakalanmak icin yeterli olarak gorulmektedir.

AH’na ek olarak demans riski de €4 allel varliginda artis géstermektedir [91].
2.3.3.3. Carpma ve Beyin Yaralanmasi Sonrasi lyilesme ve Enflamasyon

Beyin hasarlarinin iyilesmesinin kompleks multifaktoryel ve poligenik etkilerle
olustugu ve bir dizi gen etkilesimine bagh olarak sonuglandigi dusunulmektedir.
Noérotravma ve noérodejeneratif hastaliklarda bazi yatkinlik genleri tespit edilmis
olup, bunlar arasinda APOE de bulunmaktadir [92,93]. APOE yaralanmadan sonra
ndronal buyimede kolesterollin yeniden dagilimi ve mobilizasyonunda goérevlidir
[9]. Ayni zamanda APOE ndron rejenerasyonu, immunoregulasyon ve birgok

lipolitik enzimin aktivasyonunda goérev almaktadir [94,95]. APOE proteinin glial
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aktivasyonu ve santral sinir sisteminin enflamatuar cevabini azalttigi tespit
edilmistir. APOE €4 izoformunun enflamatuar sitokinleri azaltmada daha az etkili

oldugu bulunmustur [96].
2.3.3.4. Parkinson Hastaligi

APOE ¢4 allelinin AH ile iligkisi APOE polimorfizmlerinin Parkinson hastalijinda da
rol oynayabileceg@ini dusunduirmastur. AH'da €4 allelinin insidansi artirdigi ve €2
allelinin de koruyucu rol tstlendigi bilinmektedir, Parkinson hastaliginda €2 allelinin
sporadik Parkinson hastaligi ile iliskili oldugu saptanmistir [97]. Bu konuda yapilan

calismalarda henuz fikir birligi saglanamamisgtir.
2.3.3.5. Kardiyovaskiler Hastaliklar

APOE'nin lipit seviyeleri Uzerine iliskisi cogunlukla koroner arter hastaligi (KAH)
riski Uzerinde etkilidir. APOE €4 varyantina sahip bireylerde KAH riski daha
yuksektir [98].

Kardiyovaskuler hastalik (KVH) ve ozellikle aterosklerotik bozukluklar dunya
capinda o6lume yol agcan temel sebeplerdendir. Dinya ¢apinda oOlumlerinin %
29unun KVH’lardan kaynaklandigi ve bu sayinin gelismis Ulkelerdeki yash
populasyonun artigi ile birlikte daha da artacagi tahmin edilmektedir. Gunimuzde
ateroskleroz gelisiminde en etkili faktorin APOE oldugu ortaya konulmustur
[99,100]. Yani kardiyovaskuler vyaslanmada APOE oldukgca o6nemlidir.
Hiperkolesterolemi ve hipertrigliseridemi KVH patogenezinde 6nemli olan risk
faktorlerindendir. Hipertrigliseridemi hastalarinda €2 allelinin daha anlamli oldugu
ve ¢4 allelinin de hiperkolesterolemi hastalarinda daha sik bulundugu
gozlemlenmistir. APOE polimorfizmlerinin serum lipit seviyelerine ve koroner
hastalik akibetine etkileri onlarca calisma tarafindan kabul edilmistir. Bennet ve
arkadaslar tarafindan yapilan meta-analiz calismalari, kapsadigi 121 calisma ile

APOE genotipinin KVH riski ile ilgili oldugunu kesin olarak kanitlamistir [98, 99,17].

2.3.4. Apolipoprotein-E Polimorfizmlerinin Prostat Kanseri ile iligkisi

APOE gen polimorfizmlerinin yaglanmada ve yasa bagl hastaliklarin olugsmasinda
onemli rolleri oldugu ileri surtlmektedir [95,101]. Tipki AH gibi prostat kanseri de

60 yasindan 6nce gorilme insidansi duguk bir hastaliktir [13]. Bu nedenle AH’daki
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etkinligi kesinlesmis olan APOE geninin prostat kanseri patolojisinde de etkili

olabilecegi dustunulmektedir.

APOE geninin prostat kanserinde etkili olabilecegini dugunduren diger bir etken ise
APOE allellerinin kansere karsi koruyucu olan antioksidan aktivitesidir. €2 alleli en

koruyucu allelken, €4 alleli en az koruyucu etkiye sahip olan alleldir [102].

APOE polimorfizmlerinin, prostat kanseri Gzerindeki etkisinin buylk bir kismini da
lipit metabolizmasi Uzerinden gergeklestirdigi dusintlmektedir. Yapilan birgok
calismada kanserden kaynaklanan o&lumler icin ylksek plazma kolesterol
konsantrasyonu risk faktora olarak belirtiimigtir. Kanser ve dusuk kan kolesterolu
arasindaki mekanizma tam olarak aydinlatlamamistir. Fakat vicudun cesitli
hicrelerine lipit ve Kkolesterol transportunda gérev alan APOE geninin bu
mekanizmada etkili olabilecegi dusunulmektedir [103]. Total kolesterol ve LDL
kolesterol seviyelerinin APOE genotipleri ile lineer iliskisi en azdan fazlaya dogru
€2/e2, €2/€3, €2/e4, €3/e3, €3/e4, €4/e4 seklindedir [99]. €2 allel tasiyicilari diyet
lipitlerinin kandan uzaklastiriimasinda €3 ve €4 tasiyicilarina kiyasla daha etkindir
[98].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Arastirmaya dahil edilen hasta grubu kanlari, Hacettepe Universitesi Tip Fakdltesi
Hastanesi Uroloji Ana Bilim Dali Klinigine cesitli sikayetlerle basvuran prostat
kanseri tanisi konulmus, aralarinda akrabalik bagi bulunmayan 163 hasta
bireyden, kontrol grubu kanlari ise ayni polikinlige basvuran; ancak prostat kanseri
tanisi konulmamis 101 BPH hastasindan gonulluluk esasina bagl kalinarak etik

kurallar gergevesinde toplanmistir.

Tablo 3.1. Kontrol ve hasta gruplarinin zellikleri

Kontrol Grubu Hasta Grubu

(n=101) (n=163)
Yas (Ortalama) 61.68 65.09
Ailede Prostat 0 5
Kanseri
Oykiisii

Hasta ve kontrol gruplarina ait kan ornekleri DNA izolasyonu gergeklestiriimek

uzere etilendiamintetraasetik asit (EDTA) iceren tuplerde +4 °C’de saklanmistir.

3.2. Kandan Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA’nin elde edilmesi hucre zarinin eritiimesi, proteinlerin pargalanmasi,
proteinlerin ortamdan uzaklastiriimasi ve DNA’nin ¢okturllerek saflastiriimasi gibi

baslica adimlardan olusmaktadir [104].

Bu calismada DNA izolasyonu igin fenol ekstraksiyon yontemi kullaniimistir. Fenol
ekstraksiyonu DNA ve RNA o&rneklerinin izolasyonunda siklikla kullanilan bir
yontemdir [105]. Bu yontemin amaci, izolasyonla beraber gelebilecek protein
kontaminasyonundan kurtulmaktir. Yéntemin temeli iki farkli karismaz sivi iginde,

molekullerin ¢ézunurllk farki temeline daynarak ayristirilmasidir [106].
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Kandan genomik DNA izolasyonu igin, Yen ve arkadaslari [107] tarafindan

geligtirilen fenol-kloroform yonteminin modifiye edilmis sekli kullaniimigtir. Yontem

asagidaki basamaklari icermektedir.

1.

1.5 ml’lik steril ependorf tipune EDTA’ll tiplerde bulunan yaklasik 5 ml kan
orneginden 250 ul alinmistir.

Tapler igerisindeki 250 pl kan ornekleri 1XTE (10 mM Tris, 1 mM EDTA,
pH=7.4) tamponu ilave edilerek 1.5 ml'ye tamamlanmigtir. TE tamponu ile
mekanik ylkama saglanmistir. Bu islem ile ortamdaki +2 degerlikli iyonlar
tutularak, DNA'y1 yikabilecek enzimlerin galismasi engellenmisgtir.

Ornekler iyice kanstirilarak 13.000 rpm'de 2 dakika santrifije edilmistir.
Supernatan uzaklastirarak akyuvar tabakasini igceren pelet tlp icerisinde
birakilmigtir. Bu iglem 2 veya 3 kez tekrarlanmistir.

Son ylkama basamagindan sonra peletin Gzerine 90 pyl 1M sodyum klorGr
(NaCl), 80 ul % 10’luk sodyum dodesilsulfat (SDS) ve 10 uyl 10 mg/ml proteinaz
K ilave edilmis son hacim 1XTE ile 500 ul'ye tamamlanmistir. NaCl ortamda
bulunan tek degerlikli iyonlari uzaklastirmis ve yarattigi ozmotik sok ile
hicrelerin parcalanmasi saglanmistir. SDS ise hicre membran lipitlerini

yikarak hucre zarinin pargalanmasi saglanmistir.

5. Ornekler 37 °C’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir.

inkiibasyon sonrasi tiiplere 250 pl fenol ve 250 ul kloroform eklenmistir.
Boylece proteinlerin ¢okerek DNA’dan uzaklagmasi saglanmistir.

Tapler iyice karistirilarak 2500 rpom’de 4 dakika santrifije edilmigtir. Bu islem ile
inkibasyon sonucu olusan hucresel artiklarin ¢cokerek DNA’dan uzaklagsmasi
saglanmistir.

Santriflij sonrasi stpernatanlar temiz tiplere aktariimis ve saf alkol ile 1,5 ml'ye
tamamlanmistir. Tapler hafifce alt-Ust edilerek DNA'nin géranir hale gelmesi
saglanmistir. Presipitasyonun fazlalagsmasi icin tlpler -20°C'de 10 dakika
bekletilmistir.

Ornekler 13.000 rpm’de 2 dakika santriflije edilerek, saf alkol uzaklastirimis;

pelet Uzerine % 70’lik etanol ilave edilerek 1,5 ml'ye tamamlanmistir.

10.Ornekler 13.000 rpm’de 2 dakika santrifiije edilmistir. % 70’lik alkol ile yikama

tamamlandiktan sonra alkolin tamamen ugmasi igin tupler oda sicakhiginda bir
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sire bekletilmistir. % 70’lik alkol Na* gibi tek degerlikli iyonlarin ve tuzlarin
¢6zunerek ortamdan uzaklagsmasini saglamistir.

11.Elde edilen pelet, ¢cozinme oranina bagl olarak 50-150 pl steril distile su
icerisinde ¢ozulmustar.

12.1zole edilen genomik DNA'lar -20 °C ‘de saklanmistir.

3.3. izole Edilen Genomik DNA’larin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii
Elektroforez temelde proteinlerin, amino asitlerin, nikleotid ve nikleik asitlerin
uygun pH’daki bir tampon ve elektrik akimi etkisiyle, elektrik yuklerine, molekuler
buyukltklerine ve sekillerine gore ayrigtiriimasidir [108].

Calismamizda kandan elde edilen DNA o6rnekleri agaroz jel elektroforezi yontemi
kullanilarak kontrol edilmistir. Agaroz deniz yosunlarindan elde edilen dallanmamis
zincirli bir polimerdir. 200-50.000 baz ¢ifti boyutlari arasindaki DNA pargaciklarinin
ayrimini saglamakta kullaniimaktadir.

Agaroz jeldeki ornekler yatay pozisyonda, sabit gu¢ ve yondeki elektriksel alanda
yurutilmektedir. Ornekler, jel icinde olusturulan kuyucuklar igerisine uygulanir.
Daha sonra jel, icine elektrodlar yerlestiriimis ayirici tampon tankina yerlestirilir.
Elektrotlar arasinda akim olusturan bir voltaj uygulanir. DNA negatif yukll fosfat

omurgasindan 6tira pozitif ylukli anoda dogru hareket eder [109].

Hasta ve kontrol gruplarinin kanlarindan izole edilen genomik DNA &6rnekleri %
1’lik agaroz jelde kontrol edilmigtir. Agaroz 0.5X TBE tamponu (Tris-Borat-EDTA)
icerisinde kaynatilarak ¢ozulmustur. Gergeklestirilien sogutma isleminin ardindan
DNA’da bazlarinin arasina interkalasyon yapabilen floresan 6zellikteki 18 ul
etidyum bromir (EtBr) eklenerek, elde edilen karisim, taraklari yerlestirilerek
hazirlanan yatay elektroforez tablasina dokulmustir. Jel polimerizasyonunun
gerceklesmesinin ardindan taraklari ¢ikartilan jel tablasi icinde 0.5X TBE yurutme
tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirilmistir. 2 yl DNA 6rnegi, 2 yl 6X
yukleme c¢ozeltisi ile karistirilarak, hazirlanan jele yiklenmis ve 80 volt (V) sabit
voltaj verilerek 30 dakika sireyle yurutulmustir. Daha sonra 300 nm dalga

boyundaki transminatorde DNA'lar incelenmisgtir.
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5X TBE tamponu (pH= 8.3,1L) Hazirlanmasi
54 g Tris-Baz

27.5 g Borik asit

20 ml 0.5 M EDTA

6X Yiikleme Tamponu icerigi

% 40 (w/v) sukroz ¢ozeltisi
% 0.25 brom fenol mauvisi
% 60 10X TBE tamponu

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, herhangi bir organizmaya ait dizisi bilinen ya da
bilinmeyen spesifik bir DNA bdlgesini enzimatik olarak in vitro ortamda ¢ogdaltmak
icin uygulanan tepkimelere verilen isimdir [110,111]. 1985 yilinda K.Mullis ve
arkadaslarn tarafindan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)'nun kesfedilmesiyle
molekuler biyoloji ve molekuler tip alanlarinda buyuk bir ilerleme olmustur. PZR ile
insan genomik DNA’sI gibi kompleks DNA kaliplarindan 6zgul DNA pargalarinin
sentezinin birka¢ saat icinde gergeklestirilebilir hale gelmesi, bu teknolojinin

yayginlasmasinda baslica neden olmustur.

PZR’nin baslica kullanim alanlari; mikrobiyolojik ¢alismalar, adli tip ve genetik

bozukluklarin belirlenmesi olarak tanimlanabilir [112].

PZR teknigi DNA zincirinin agillmasi (denaturasyon), primerlerin acgilan DNA
zincirlerine yapismasi (annealing) ve primer uzamasi (extension) olmak Uzere
temelde U¢ asamadan olusmaktadir [113]. PZR sonucunda elde edilen Grun,
cogaltiimasi hedeflenen DNA parcasi ile iki primerin toplam uzunlugu kadardir. Ug
basamaktan olusan igslem, bir PZR ddngusunu temsil eder. Bu islem, genel olarak
25 ile 40 defa tekrar edilerek baslangictaki DNA dizisinden milyonlarca yeni DNA
parcacigl ¢cogaltilir [114].

Magnezyum konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, deoksinukleozid trifosfat
(dNTP) konsantrasyonu, tampon ve primerler PZR’nin ¢alisma sartlarini etkileyen
faktorlerdir [115].
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3.5. APOE Geninin Allelleri igin Kullanilan PZR Primerleri

APOE geninin allelleri hedef bolgelere 6zgul primerler kullanilarak ¢ogaltiimistir.
Secilen primerler 112. ve 158. pozisyondaki amino asit dizilerini igine alacak

sekilde dizayn edilmistir.
5- GAA CAA CTG ACC CCG GTG GCG -3’ (ileri) (F)
5- GGA TGG CGC TGA GGC CGC GCT C -3’ (geri) (R)

Reaksiyon sonucunda 295 bg¢ uzunlugunda PZR urunu elde edilmistir.

3.6. APOE Geni Allelerinin Gogaltilmasi igin Kullanilan PZR Karigimi

APOE geni alleleri icin uygulanan PZR karisimi, son hacim 25 ul olacak sekilde

hazirlanmistir.

Tablo 3.2. APOE geni ¢ogaltimini gergeklestirmek Uzere belirlenen reaksiyon

bilesen miktarlari

Reaksiyon Bilegenleri Reaksiyon Hacmi
Kalip DNA 2 ul
10X PZR Tamponu 2.5yl
25 mM MgCl, 1.5yl
2,5 mM dNTP karisimi 1.0 pl
lleri primer (F)

(10 pmol / ul) 1.0l
Geri primer (R)

(10 pmol / i) 1.0l
DMSO 2.5l
Tag DNA polimeraz

(507 ul) 0.2 pl
Steril distile H,O 13.5 ul
Toplam Hacim 25 pl
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3.7. APOE Geni Alleleri igin Uygulanan PZR Programi

PZR asagida belirtilen kosulda yapiimigtir.

94 °C 4 1 déngu
94°C 45°
62 °C 45" 32 dongu
72 °C 45"
72°C¥% 1 déngu

3.8. APOE Geni Allelleri PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

Reaksiyonlar sonucunda elde edilen PZR Urunleri % 1’lik agaroz jelde kontrol
edilmistir. 8 pl PZR Granu 2 pl yukleme boyasi ile karistirilarak hazirlanan érnekler,
EtBr iceren jele yuklenmis, 85 volt sabit voltaj verilerek 30 dakika yarataimustar.

Jel, 300 nm dalga boyundaki UV transliuminatérde incelenmistir.

3.9. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Cift iplikli DNA molekulini belirli nukleotid siralarindan kesen bakteriyel kokenli
restriksiyon enzimlerinin kesfedilmesi ile molekller biyoloji alaninda 6nemli
gelismeler yasanmistir. RFLP teknigi DNA dlzeyinde polimorfizmi gormek
amaciyla ginumuzde yaygin olarak kullaniimaktadir. Bakteriler, bakteriyofajlara
kargsi savunma  mekanizmasi  olarak  ¢esitli  restriksiyon  enzimleri
olusturmaktadirlar. Bu enzimler DNA molekulini 6zgin tanima dizilerinden
kesebilen enzimlerdir [116].

Restriksiyon enzimlerinin kesim sonucunda olusturdugu parcgalara restriksiyon
parcalari denmektedir. Bunlarin buyukligu kullanilan restriksiyon enzimlerine bagh
olarak degisim gostermektedir. DNA molekulu farkli kesim bdlgelerine sahip
olabilmektedir. DNA pargalarinda goértlen bu polimorfizmin nedeni nokta
mutasyonu olabilecegdi gibi, inversiyon, delesyon, translokasyondan kaynaklanan
bayluk mutasyonlar da olabilmektedir. RFLP; hizli, ucuz ve uygulanmasi nispeten
kolay olan bir ydontemdir. Ancak birgcok fragmentin olusmasi ve bunlarin jelde yakin

bir sekilde dizilmesiyle bu bant profillerini ayirmak guclesmektedir. Bu nedenle
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tutarli sonuglarin olusmasi ic¢in birden fazla restriksiyon enziminin kullanimi
gerekebilmektedir [117,118]. Bu g¢alismada APOE geninin bireylerdeki allellerini
RFLP yéntemi ile saptayabilmek icin Hhal (5'....GCG'C...3’) restriksiyon enzimi

kullanilmistir.

3.10. RFLP Analizi igin Orneklerin Hazirlanmasi

APOE geni allellerini belirlemek Uzere PZR ile ¢ogaltilan bolgenin RFLP analizi

icin hazirlanan reaksiyon bilesen miktarlari tabloda belirtiimistir.

Tablo 3.3. RFLP analizi i¢cin hazirlanan reaksiyon bilesen miktarlar

Reaksiyon Bilegenleri Reaksiyon Hacmi
PZR urdnu 15 pl
10X Tango Reaksiyon

Tamponu,

(I1X Tango Reaksiyon
Tampon Igerigi,

33 mM Tris-asetat ( pH

7.9), 2u

10 mM Magnezyum

asetat,

66 mM Potasyum asetat

0.1mg/ml BSA)

Hhal (10 U/ ul) 0.5 ul
Steril distile H,O 2.5 ul
Toplam hacim 20 pl

Reaksiyon karigsimi belirtilien miktarlar kullanilarak hazirlanmig 37 °C’de gece boyu
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyon 6X durdurma
tamponu (% 40 (w/v) sikroz ¢ozeltisi, % 0.25 brom fenol mavisi, % 60 10X TBE
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tampon) ile durdurulmus, kesim sonucunda elde edilen ornekler % 10’'luk PAGE’e
yuklenmis ve jel etidyum bromur boyasi ile boyanmigtir. Boyanan jeller “image

analyzer” ile goruntllenerek bant profilleri ¢ikartiimistir.

3.11. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

En yaygin kullanim alani olan elektroforez tipidir. Poliakrilamid jel sentetik bir
madde olan akrilamid ve N-N’ metilen bisakrilamidin kovalent olarak
baglanmasiyla olusan polimerik bir yapidir. Amonyumperstlfat (APS) serbest
radikal olusturarak polimerizasyonu baslatir. N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamin
(TEMED) ise katalizor olarak islev gorur. Polimerlesme reaksiyonunda akrilamid
molekulleri yanyana baglanarak duz zincirler olustururlar. Bisakrilamid molekulleri
ise iki akrilamid zinciri arasinda ¢apraz baglanmalar olugturur. Akrilamid miktari ve

akriamid/bisakrilamid orani jelin ayristirma kapasitesini belirler [119].

Restriksiyon enzim kesim sonuglarini belirlemek i¢in % 10’luk PAGE kullaniimistir.
10X TBE ve % 10 ‘luk jelin hazirlanmasi igin kullanilan karigim asagida belirtildigi

sekilde hazirlanmistir.

10X TBE Tamponu (pH 8.3,1L) Hazirlanmasi

60.55 g Tris-Baz (Ma: 121,14)
31 g Borik asit (M,: 61,83)
3.725 g EDTA (Mg,: 372,24)

% 10’luk Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi icin Kullanilan Karisim (50 mL)

—

Akrilamid (Ma: 71.08) 4.8 gr

Bisakrilamid (M4: 154.17) 0.25 gr — Stok sollisyon olarak
10X TBE 5 ml hazirlanmistir.

APS 0.03 gr

TEMED 22.5 pl
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Elektroforez sisteminin camlari jel yuzeyinin purtzsuz olabilmesi i¢in yikandiktan
sonra % 70 ‘lik etanol ile silinerek iyice temizlenmistir. Cam tabakalarin iki yanina

jelin arzu edilen kalinhgi dlgustinde birer "spacer" yerlestiriimistir.

Akrilamid (4.8 gr) ve bisakrilamid (0.25 gr) tartildiktan sonra 5 ml 10X TBE
icerisinde ¢ozulmus ardindan son hacim su ile 50 ml'ye tamamlanmistir. Karigim
suzulmig ve oksijen polimerizasyonu engelleyici olarak davrandigi i¢in havasi
alinmistir. APS, dH,0 ile 300 pl ye tamamlanmis, TEMED ile birlikte 50 ml'lik
akrilamid: bisakrilamid stoguna eklendikten sonra karigim hizli bir sekilde iki cam
(el kaseti) arasina dokulmagstur. Jelin polimerlesmesi tamamlandiktan sonra
ornekler jele yuklenmig ve 230 V'ta 4 saat 1X TBE (10X TBE stogundan 1:10
seyreltilerek hazirlanmistir) tamponu kullanilarak  yaratalmuastar.  Ylrime
tamamlandiktan sonra jel iki cam arasindan c¢ikarilarak DNA’'da bazlarin arasina
interkalasyon yapabilen floresan o6zellikteki etidyum bromudr (EtBr) c¢ozeltisi ile
boyanmis, boyasi alindiktan sonra jel goérUntileme sisteminde, olusan bant

profilleri gérintilenmisgtir.

3.12. Verilerin istatiksel Analizi

Verilerin istatistiksel agidan degerlendiriimesi, SPSS V21.0 programi kullanilarak
yapilmistir. Kontrol ve hasta gruplarinda APOE €2, €3 ve €4 polimorfizmlerinin
genotip ve allel frekanslarinin yas ortalamasi ile iliskisi ki-kare (x?) testi kullanilarak
kargilastiriimistir. Verilerin karsilastirlmasinda p<0.05 degeri istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmigtir.
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4. BULGULAR

Calisma kapsaminda incelenen prostat kanseri tanisi almis hasta bireyler ile
prostat kanseri Oyklsu bulunmayan BPH’lI bireylerde APOE €2, €3 ve €4
polimorfizmleri genotiplemesi yapilmistir. Calismaya dahil edilen gruplar arasinda
yas agisindan istatiksel olarak genotip ve allel frekanslari agisindan anlamli bir

fark bulunamamistir.

4.1. APOE Geni PZR Uriinlerinin Jelde Gériintiilenmesi
APOE geninin allelleri 295 b¢’lik bir DNA bolgesi segilerek PCR yontemi ile
cogaltiimistir. Kontrol amaglh olarak 100 b¢’lik marker kullaniimigtir. PCR drunleri

% 1.5’lik agaroz jelde goruntulenmistir.

300bg —»

Sekil 4.1. APOE geni allellerinin PZR Grunlerinin jelde goérintilenmesi
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1- Marker
2- 2ile 12 numarali kuyucuklarda 295 b¢ PZR 6rnegi bulunmaktadir

GAACAACTGACCCCGGTGGCGGAGGAGACGCGGGCACGGCTGTCCAAGGAGCTGCAGGCG
AGGCCCGGCTGGGCGCGGACATGGAGGACGTGTGCGGCCGCCTGGTGCAGTACCGLCGGECG
AGGTGCAGGCCATGCTCGGCCAGAGCACCGAGGAGCTGCGGGTGCGCCTCGCCTCCCACCT
GCGCAAGCTGCGTAAGCGGCTCCTCCGCGATGCCGATGACCTGCAGAAGCGCCTGGCAGTG
TACCAGGCCGGGGCCCGCGAGGGCGCCGAGCGCGGCCTCAGCGCCATCC

Sekil 4.2. APOE geni PZR dizisi

4.2. APOE PZR Uriinlerinin Hhal Restriksiyon Enzimi ile Kesim Sonuglar

APOE geninin 4. ekzonunda bulunan 295 bg¢’lik bélge ¢ogaltildiktan sonra PZR

artnleri Hhal restriksiyon enzimi ile kesilmistir.
5 - -.. GGl ... 3
3 - - - C|GC G - - = 5°-
Sekil 4.3. Hhal enzimi tanima dizisi

APOE geninin Hhal enzimi ile kesimi sonucunda sekil 4.4 de belirtilen

uzunluklarda pargalar elde edilir.

e2e? el dled EFE3 0 £3fkd4 24

91bC [ — - —
72bg
48 be
35 be i ——

Sekil 4.4. Hhal enzimi kesimi sonucunda elde edilen APOE genotiplerinin sematik
gorunima
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ornegi

100 bg
91 be

Sekil 4.5. Kesim sonucunda olugsan APOE genaotiplerinin % 10’luk PAGE’de

goruntulenmesi

. 100 b¢ DNA Ladder
Kesilmemig 295 b¢'lik kontrol drnegi
APOE ¢4/¢4

1

2

3

4. APOE €3/¢4
5. APOE €2/¢4
6. APOE €2/¢3
7. APOE €2/¢3
8. APOE €3/e3
9. APOE €3/¢3
10. APOE £3/¢3
11. APOE £3/¢3
12. APOE ¢4/¢4
13. APOE ¢4/¢4
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4.3. APOE Geni €2, €3 ve €4 Polimorfizmlerinin Genotip ve Allel Frekansi

APOE geninin 112. ve 158. pozisyondaki aminoasit dizilerindeki farklihiga gore
€2/e2, €2/e3, €2/e4, €3/e3, €3/e4 ve €4/e4 olmak Uzere altt farkli profil
bulunmaktadir. Calisma kapsaminda APOE geninde yer aldigi belirtilen
polimorfizmler, prostat kanseri tanisi almis hastalar ve prostat kanseri oykusu

bulunmayan BPH’li bireylerde kontrol edilmigtir.

Tablo 4.1. APOE allellerin kontrol ve hasta gruplarindaki sayilari ve % oranlari

Allel | Kontrol Grubu Hasta Grubu P

€2 16 (8.5) (n=188) 20 (6.33) (n=316) | 0.228
€3 164 (87.24)(n=188) 281(88.92)(n=316) | 0.332
€4 8 (4.26) (n=188) 15 (4.75) (n=316) | 0.493

APOE genine ait; €2, €3 ve €4 allel frekanslari y2 testi kullanilarak istatistiksel
acgidan karsilastirildiginda prostat kanseri ve BPH’lI hastalar arasinda anlamli bir

fark olmadigi saptanmistir.

Tablo 4.2. APOE genotiplerinin kontrol ve hasta gruplarindaki sayilari ve %

oranlari
Genotip Kontrol Grubu Hasta Grubu P
£2/g2 0 (%0.0) 0 (%0.0) -
€2/e3 16 (%17.2) 19 (%12.3) 0.178
£2/e4 0 (%0.0) 1 (%0.63) 0.627
£3/e3 70 (%74.47) 124 (%78.48) 0.280
£3/e4 8 (%8.51) 14 (%30.0) 0.560
edled 0 (%0.0) 0 (%0.0) -

Genotip frekanslari (€2/€2, €2/€3, €2/e4, €3/€3, £3/e4 ve e4/ed) x* testi kullanilarak
istatistiksel agidan degerlendiriimis hem prostat kanseri hem de BPH hasta
grubunda genotiplerin yasa gore degismedigi saptanmistir. Toplumda en sik
rastlanan genotipin €3/€3 oldugu, €4/e4 ve €2/¢2 genotiplerine de rastlanmadigi

g6zlenmisgtir.
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5.TARTISMA ve SONUC

Kanser vakalari son yuzyil icerisinde Olum nedenleri arasinda yukselen bir

siralama ile saglik alaninda yer alan tum birimler i¢in asilmasi gereken bir problem

olarak ortaya cikmaktadir. Yapilan istatistiksel arastirmalara gore 2050 yilinda
onyedi milyon kisi i¢in kanser teshis edilecedi ve kansere bagh élumlerde mortalite
oranlarinin teshis ve tedavide gorulen yeniliklere ragmen anlaml dizeyde artacagi
ongorulmektedir. Bu nedenle kanserin tanimlanmasi, tedavisi ve izlenmesi
asamalarinda malign hdcrelerin genomik ve molekiler dizeyde tanimlanmalari
onem tasimaktadir [20,21,22].

Prostat kanseri, prostat bezindeki hiicre proliferasyonu ve hicre 6lumua arasindaki
dengenin bozularak, organ hacminin malign buyumesi olarak tanimlanabilir.
Erkeklerde en fazla teshis edilen ve 6lime neden olan kanserler arasinda ikinci
sirada yer alan prostat kanseri etiyolojisi hentz tam olarak aydinlatilamamistir
[120]. Ulkemizde de en sik gérilen kanserler arasinda tglnci sirada yer alan
[Tablo 2.3] bu 6nemli saglik sorunu Uzerine yapilan g¢aligsmalar, daha iyi sartlarda
yasamak isteyen yasli populasyonun artmasiyla birlikte artig gostermistir [5].
APOE’nin kanser hucrelerinin ¢gogalma ve canli kalmasinda etkili olan sinyal
duzenleme yolaklarinda kritik bir éneme sahip oldugu dusunulmektedir [127].
Kolesterolin hucre i¢i ve hucre digindaki hareketini kolaylastirran APOE’nin

prostat kanserinde de bir risk faktoru olabilecegi 6ngorilmektedir [11,12 ].

Bu tez calismasi kapsaminda 101 BPH'li birey ve 163 prostat kanseri bireyin
APOE genotiplemesi yapilmistir ve sonucunda APOE genindeki €2, €3 ve ¢4
polimorfizmlerinin genotip frekanslari kontrol grubunda €2/€3 (% 17.2), €3/€3 (%
74.47) ve €3/e4 (% 8.51), hasta grubunda €2/€3 (% 12.3), €2/€4 (% 0.63), €3/€3 (%
78.48) ve €3/e4 (% 30.0) olarak bulunmustur. APOE genindeki €2, €3 ve €4
polimorfizmleri genotip frekanslari agisindan degerlendirildiginde hasta ve kontrol

gruplari arasinda anlamli bir farkin olmadigi tespit edilmistir [Tablo 4.2].
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Verilerimiz allel frekansi agisindan degerlendirildiginde kontrol grubunda €2 (%
8.5), €3 (% 87.24) ve €4 (% 4.26) olarak, hasta grubunda ise €2, €3 ve €4
allellerinin frekansi sirasiyla (% 6.33), (% 88.92) ve (% 4.75) olarak bulunmugtur
[Tablo 4.1].

Wessel ve arkadaslarn tarafindan [121] 70 yasin altinda 230 Norvegli prostat
kanseri hasta birey ile yaplan ¢alismada, hasta grubunda €4 allel frekansi 0.187
ve kontrol grubu €4 allel frekansi da 0.198 olarak bulunmustur. Bu ¢alismada da
bizim calismamizda oldugu gibi allel frekanslari arasinda anlamh bir fark

bulunamamistir.

Benzer sekilde, 2000 yilinda Niemi ve arkadaslari tarafindan 54-61 yas araliginda
130 prostat kanseri bireyle yapilan galismada da APOE geninin allel frekanslari
arasinda anlamli bir fark bulunamamigstir [103]. BPH’li bireylerde €2, €3 ve €4
allelleri sirasiyla 0.32, 0.838 ve 0.129 iken prostat kanserli bireylerde 0.031, 0.808
ve 0.165 ve kontrol grubunda ise 0.037, 0.76 ve 0.203 olarak bulunmustur [100].

Norve¢’'de Venanzoni ve arkadaslari tarafindan 2003 yilinda yapilan ¢alismada da
APOE geni €4 allel frekansinin prostat kanseri Uzerine bir etkisi olmadigi
belirtiimigtir [126].

Prostat kanserinin ¢ok sayida karmasik genetik ve c¢evresel faktorlerden
kaynaklandigi dusunudlmektedir. Bu faktorlerden biri de hicre icindeki kolesterol
miktaridir. Hucre icinde artan kolesterol miktarinin prostat kanserine neden oldugu
dusunulmektedir [123]. Hucre icindeki lipit transportundan da APOE sorumludur
[83]. Slooter ve arkadaslarinin yaptigi bir calismaya gore prostat kanserli hucreler
icinde APOE izoformlari farkli 6zellik gdstermektedir [7]. Membraninda yUksek
kolesterol bulunduran prostat kanserli hicrelerde ¢€2/e4 profili daha sik
gozlemlenirken, prostat kanseri olmayan, membraninda dusuk kolesterol iceren
hicrelerde en az bir tane €3 alleli gdzlenmigtir [7]. €3/€3 profiline sahip bireylerin
kolesteroll €2/e2 ya da €4/e4 profiline sahip olanlara oranla 7-13 kat daha fazla
stimile ettigi gozlenmistir [124]. APOE izoformlarinin kolesterol akisini nasil
etkiledigi tam olarak bilinmemektedir [7]. Hatta bazi ¢alismalarda APOE izoformlari

arasinda herhangi bir fark bulunamamistir [125].
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Bizim elde ettigimiz sonuclarin aksine literatirde APOE geni €4 allelinin prostat
kanseri riskini artirdigini, €2 allelinin ise prostat kanseri riskini azaltarak koruyucu

etki gosterdigini savunan kaynaklar da mevcuttur [122].

Lehrer ve arkadaslari, ortalama yaslari 67 olan 35 prostat kanseri bireyle yaptigi
calismada €4 allel frekansini 0.24, kontrol grubunda ise 0.135 olarak bulmustur.
Hasta grubunda yukselen €4 allel frekansinin AH’na benzer 6zelliklerde oldugu ve
bu nedenle AH ile iligkisi kesinlesmis olan APOE geninin prostat kanserinde de
etkili olabilecegi 6ne surtlmustir. Ayrica hasta grubunda bulunan €4/¢4 genotipli
iki bireyin prostat kanserine yakalanma yaslarinin 52 ve 58 olmasi €4 allelinin
AHda oldugu gibi hastaigin baslangi¢ yasini  disurdigu gorasundn

savunulmasina neden olmustur [122].

Prostat kanserine neden oldugu dusunulen genlerle ilgili yapilan ¢alismalar, genin
farkli polimorfizleri, diger genlerle aralarindaki etkilesimler ve mutasyon sonucu
hormonlarda meydana gelen konsantrasyon degisimlerinin incelenmesi

seklindedir.

Prostat kanseri gibi kompleks multifaktériyel hastaliklarda hastaligin olusumunda
cevre ile etkilesim ve bir ¢ok farkli gen birlikte etki gosterdigi igin literatirdeki bazi
calismalarin sonuglari ile bizim elde ettigimiz sonuglar arasinda farkliliklar
bulunmasi olasi gorulmektedir. Ayrica yapilan arastirmalarda farkli etnik gruplar
arasinda da prostat kanseri insidansinin farkli oldugu gézlenmistir. Bu farklihgin
nedenlerini ise temel olarak farkli yasam tarzlani ve kalitsal faktorler

olusturmaktadir.

TUm bu sartlar goz 6nunde bulundurulacak olursa, hasta sayisinin artirilarak daha
genis kapsamli bir tarama yapilmasi ile APOE geninin prostat kanseri ile olan

iliskisi daha anlamli hale gelecektir.
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OZGEGMIS

Kimlik Bilgileri

Adi Soyadi: GAMZE KAMISLI
Dogum Yeri : ANKARA
Medeni Hali: BEKAR

E-posta: gamzekamisli@gmail.com

Adresi: Natoyolu caddesi 804. Sok. No: 2/26 Mamak / ANKARA
Egitim

Lise: Bahgelievler Deneme Anadolu Lisesi

Lisans: Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji BéIimi
Yiksek Lisans: Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisii Biyoloji BSlim
Molekuler Biyoloji Anabilim Dall

Yabanci Dil ve Diizeyi

ingilizce- Upper- intermediate (orta Ustil)

is Deneyimi

Turkiye Calisma ve is Kurumu Meslek Danismani (2013-...)
Deneyim Alanlari

Molekuler Genetik

Tezden Uretilmis Projeler ve Biitgesi (-)

Tezden Uretilmis Yayinlar (-)

Tezden Uretilmis Poster Sunumu ile Katildigi Toplantilar (-)
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