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ABSTRACT

Prostate cancer is the second most common cause of death from cancer among men in Turkey. It is known
that genetics plays a critical role in prostate cancer susceptibility. Several genome wide association studies
reported that rs7501939 polymorphism was significantly associated with prostate cancer. To confirm
association of rs7501939 alleles with prostate cancer in our population, genotyping was conducted by using
the iPLEX assay in study group which consists of 85 prostate cancer patients and 90 healty controls. In this
study, previous reports of rs7501939 variant association with prostate cancer was not confirmed for our
population.The odds ratio for prostate cancer was 0,75 (95% CI=0,48-1,18) for carriers of any T allele
compared with noncarriers (p=0,211). Chi square and Fisher’s exact test results showed that rs7501939
variant was not statistically associated with clinico-pathological variables of prostate cancer patients in our
population.

Keywords: Prostate cancer, single nucleotide polymorphism (SNP), SNP genotyping.

PROSTAT KANSERI iCiN rs7501939 POLIMORFiZMIiNiN GENOTiPLENMESi VE ANALIZi
0z

Prostat kanseri Tiirkiye’de erkekler arasinda kanserden oliimlerin ikinci en yaygin sebebidir. Prostat
kanserine yatkinlikta genetigin onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Farkli genom boyu iliskilendirme
caligmalari rs7501939 polimorfizminin prostat kanseri ile anlaml bir sekilde iliskili oldugunu rapor etmistir.
rs7501939 allellerinin bizim toplumumuzda prostat kanseri ile iligkisini dogrulamak i¢in, iPLEX yontemi ile
85 prostat kanseri hastasi ve 90 saglikli kontrolden olusan ¢aligma grubunda genotipleme yapilmistir. Bu
caligmada, rs7501939 polimorfizminin prostat kanseri ile iligkili olduguna dair daha Onceki raporlar
dogrulanmamistir. Prostat kanseri i¢in T alleli tasiyanlarda bu alleli tasimayanlara gére odds ratio degerinin
0,75 (%95 GA=0,48-1,18) oldugu hesaplanmustir (p=0,211). Ki kare ve Fisher kesinlik testi sonuglari
1s7501939 polimorfizminin toplumumuzdaki prostat kanseri hastalarinin kliniko-patolojik degiskenleriyle
istatissel olarak iliskili olmadigini géstermistir.

Anahtar Sézciikler: Prostat kanseri, tek niikleotid polimorfizmi (SNP), SNP genotipleme.
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1. GiRiS

Prostat kanseri, prostat bezindeki hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimii arasindaki dengenin
bozulmasit ve organ hacminin malign biiylimesi olarak tanimlanmaktadir [1]. Prostat kanseri
insidans1 1wrklara gore oldukca farklilik gostermesine ragmen, diinya genelindeki erkekleri
etkileyen en ciddi hastaliklardan biridir [2]. Prostat kanserinin dogrudan sebebi heniiz
tanimlanmamig olmakla beraber prostat kanserine neden olan yas, kalitsal yatkinlik, beslenme
bigimi, 1rk ve genetik faktorler gibi birkag risk faktorii tespit edilmistir [3].

Tek niikleotid polimorfizmi (SNP), genomun herhangi bir bolgesinde bulunan tek niikleotid
dizilim farkliliklaridir [4]. SNP’lerin biyolojik etkisi bazi durumlarda bir ya da daha fazla
hastaliga yatkinlig: arttirabilmektedir. Hastaliga yatkinlik ve hastaligin ortaya ¢ikmasi iizerinde
etkili olan SNP’lerin tanimlanmas: hasta ve kontrollerde SNP’lerin genotiplenmesi ve frekans
farkliliklarinin arastirilmasi ile basarilmaktadir [5]. Insan populasyonlar arasinda farkliliklar
bulunmaktadir, bu nedenle bir cografik ya da etnik grupta yaygin olan bir SNP alleli bir digerinde
daha nadir olabilmektedir. Baz1 SNP’ler belirli bir populasyona 6zgiidiir [6]. Son zamanlarda
yapilan bazi ¢aligmalar ile farkli toplumlarda rs7501939 polimorfizminin prostat kanseri ile
anlamli bir sekilde iliskili oldugu bildirilmistir [7], [8], [9], [10]. Toplumumuzda SNP’lerin
prostat kanseri ile iligkisi biiyiik dlciide bilinmemektedir. Bu ¢aligmanin amaci toplumumuzda
137501939 polimorfizminin prostat kanseri ile iligkisinin aragtirilmasidir.

2. DENEYSEL CALISMA
2.1. Kimyasal Maddeler ve Primerler

Kan &rneklerinden genomik DNA izolasyonu yapmak amaciyla kullanilan kandan DNA
izolasyon kiti (Invisorb Spin Blood Mini Kit, Katalog No:1031100300) Invitek’ten temin
edilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) kullanilan ve igerisinde dNTP karisimi, 10X
PCR Tamponu ve MgCl, igeren PCR seti Sequenom firmasindan, bu reaksiyonda kullanilan
PCR enzimi ise Roche’dan temin edilmistir. PCR sonrasi temizleme reaksiyonunda (SAP
reaksiyonu) kullanilan shrimp alkalen fosfataz enzimi ve tampon ¢dzeltisi, tek baz spesifik uzama
reaksiyonunda kullanilan iPLEX enzim, 10X iPLEX tampon ¢ozeltisi, iPLEX terminasyon
karisimi ve rezin ile temizleme asamasinda kullanilan rezin Sequenom firmasindan temin
edilmistir.

PCR’da kullanilan amplifikasyon primerleri ve tek baz spesifik uzama reaksiyonununda
kullanilan uzama problart (primerleri) Sequenom’un Assay Designer yazilimi kullanilarak
tasarlanmustir [11]. rs7501939 polimorfizminin genomdaki konumu ve polimorfik bdlgenin yer
aldig1 yaklasik 200 baz ¢iftlik DNA dizileri elde edilerek primerlerin ve uzama problarinin
genomdaki konumu dogrulanmistir.

2.2. Calisma Grubu ve DNA izolasyonu

Calisma grubu 85 prostat kanseri hastasi ve 90 kontrol olmak iizere 175 bireyden
olusmaktadir. Periferik kan Ornekleri, Bakirkdy Dr. Sadi Konuk Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nin 2012/13/10 nolu karari ile 24.09.2012 tarihinde alinan etik kurul onay1 ile EDTA’I1
tiiplere alinmistir. Temin edilen kan &rneklerinden genomik DNA izolasyonu ticari kit (Invisorb
Spin Blood Mini Kit, Katalog No:1031100300) kullanilarak {iretici talimatlarma gore
gerceklestirilmigtir. DNA miktar ve saflik tayini 260 nm ve 280 nm dalga boylarindaki UV
spektrofotometrede Olglim yapilarak gergeklestirilmistir. DNA’nin saf olarak elde edilebilmesi
icin 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degeri oranmim 1.7 ile 2.0 arasinda olmasi
gerekmektedir (Aygp/Azgo=1.7-2.0) [12].
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2.3. SNP Genotipleme

Bu c¢alismada rs7501939 polimorfizminin genotiplemesi i¢in iPLEX yontemi uygulanmustir.
Bu teknikte SNP iceren genom bdlgeleri spesifik primerler kullamilarak PCR araciligiyla
cogaltilir. Uriinler kalip olarak kullamlarak daha sonra tek baz uzama reaksiyonuna (iPLEX
reaksiyonu) maruz birakilir. Bir tespit edici primer 3 ucundaki niikleik asit sekansina yapisir.
Daha sonra bu primer ddNTP iceren tek bir baz tarafindan uzatilir [13]. Burada, polimorfik
bolgeyi iceren PCR iirlinii kalip gorevini gdormektedir ve primerin 3” ucu allelik bazdan meydana
gelmektedir. Sadece 3’ bazin hedef DNA’da bulunan allele komplementer olmasi durumunda
primer uzatilir. Primer uzama olayinin izlenmesi DNA 6rneginde bulunan allelin anlagilmasina
izin verir [14], [15]. Matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamanli (MALDI-TOF)
kiitle spektrometrisi (MS: Mass Spectrometry) ile allellerin kiitle esashi tespit edilmesi
gerceklestirilir (Sekil 1).

Amplifikasyon
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Sekil 1. iPLEX reaksiyon basamaklart semast [16]
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Niikleik asit degisimlerinin belirlenebilmesi ve tek baz spesifik uzama reaksiyonunda
kullanilabilmesi i¢in genomik DNA’daki hedef bolge, tasarim sonucu elde edilen forward ve
reverse primer ciftleri kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir. Amplifikasyon 92 °C’ de 2 dakika 6n
denatiirasyon, 95 °C’de 30 saniye denatiirasyon, 56 °C’de 30 saniye baglanma, 72 °C’de 1 dakika
uzama ile 45 dongii ve 72 °C’de 3 dakika son uzama olacak sekilde Roche PCR enzimi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Amplifikasyon iriinlerindeki baglanmamig dNTP’ler shrimp
alkalen fosfotaz (SAP) ile nétralize edilmistir. SAP, serbest dNTP’den bir fosfat grubunu
keserek geri doniislimsiiz olarak dANDP’ye ¢evirmektedir. 0,30 pl SAP enzimi (1,7 U/ul), 0,17 ul
TS Tamponu (10X) ve 1,53 pl dH,O ile hazirlanan 2pl SAP karigimi multipleks PCR iiriinlerine
eklenmistir. Ornek plakasi yavasca karistirtlip 1000 rpm hizinda santrifiij edilmistir. SAP
reaksiyonu 37 °C’ de 40 dakika siireyle gerceklestirilerek, reaksiyon karigimi enzimin inaktive
edilmesi i¢in 85 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. SAP reaksiyonu iiriinleri, daha sonra tek baz
spesifik uzama reaksiyonuna tabi edilmis, dizayn edilen problarin hedef bolge ile hibridizasyonu
ve tek kiitle-modifiye niikleotid uzamasi gergeklestirilmistir. Reaksiyon karisimi 0,619 ul dH,0,
0,2 pl iPLEX tamponu (10X), 0,2 pl iPLEX terminasyon karigimi, 0,940 pl iPLEX uzama
primeri karisimi ve 0,041 ul iPLEX enzim kullanilarak hazirlandiktan sonra 1000 rpm hizinda 1
dakika santrifiij edilmistir. Ornek plakasi {izerindeki her kuyuya 2 ul tek baz spesifik uzama
reaksiyon karisim eklenmistir. Ornek plakasi yavasca karstirilmistir ve termal dongiileyici
asamasi Oncesinde 1000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir [17], [18]. Tek baz spesifik uzama
reaksiyonu kosullari Cizelge 1°de verilmistir.

Cizelge 1. Tek baz spesifik uzama reaksiyonu kosullari

Basamaklar islem Sicaklik ve Siire
1 On denatiirasyon 94 °C’de 30 saniye
2 Denatiirasyon 94 °C’de 5 saniye
3 Baglanma 52 °C’de 5 saniye
4 Uzama 80 °C’de 5 saniye
5 Son uzama 72 °C’de 3 dakika
Dongii sayilar: 3-4 basamaklar 5 dongii; 2-4 basamaklar
40 dongii

Kiitle spektrometrik analiz optimizasyonu i¢in tek baz spesifik uzama reaksiyonu iiriinleri
Na®, K* ve Mg®" gibi iyonlari uzaklastirarak arka plan kirliligini minimuma indirmek igin
katyonik degisim saglayan rezin ile muamele edilmistir [16], [17]. Elde edilen modifiye iiriinii,
nano litre (nl) hacminde ortalama 15 nl PCR {iriinii 384-element SpectroCHIP® II iizerine
dagitmak i¢in nanodispenser kullanilmistir. Nanodispenser ile {izerine PCR iiriinii dagitilan 384-
element SpectroCHIP® II analizi i¢in kiitle spektroskopisi (MassARRAY® Analyser 4) cihazina
yiiklenmistir. Cihaza yiikleme agamasindan sonra sonu¢ alimi maksimum 40 dakika stirmiistiir.
Lazer atimi sonras: elde edilen verilerin analizi, spektro goriintiisiiniin ve allel spesifik piklerin
elde edilmesi i¢in (iIPLEX SpectroCHIP® II analizi) cihazda bulunan MassARRAY® TYPER
4.0 genotipleme yazilimi kullanilmustir [17], [18].

2.4. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS (Statistical Packages of Social Sciences, SPSS for
Windows, Version 20.0, Chicago, IC, USA) paket programi kullanilmistir. Tiim testlerde p<0,05
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. rs7501939 icin Hardy Weinberg dengesini
degerlendirmek amacryla ki-kare testi uygulanmustir. SNP allellerinin prostat kanseri ile
iliskilendirilebilmesi i¢in ¢alisma populasyonunda kontrol grubuna gore yaygin (major) olan allel
belirlenerek referans olarak alinmistir [19]. Hastalik ile iligkili olabilecegi 6ngoriilen mindr

104



Genotyping and Analysis of rs7501939 Polymorphism .../ Sigma J Eng & Nat Sci 6 (1), 101-107, 2015

allelin referans allele gore odds ratio (OR) degeri ve % 95 giiven araliklart (GA) hesaplanmustir.
SNP genotiplerinin prostat kanseri ile iligkilendirilmesi i¢in ¢alisma populasyonunda kontrol
grubuna gore yaygin olan homozigot genotip belirlenerek referans olarak alinmistir. OR degerleri
ve % 95 giiven araliklart homozigot karsilastirma modeline (Ornegin AA ile CC) ve dominant
modele (Ornegin AA+AC ile CC) gore hesaplanmugtir [19], [20]. Hasta grubunda 157501939
genotiplerinin ailede kanser Oykiisii, ailede prostat kanseri Oykiisii, sigara kullanimi, alkol
kullanimi, hastalik tanisinin konuldugu dénemdeki yas, Gleason skoru ve PSA degerleri gibi
kliniko-patalojik degiskenlerin SNP’lerle iliskisinin belirlenebilmesi i¢in ki-kare testi ve Fisher
kesinlik testi (Fisher’s exact test) kullanilmistir.

3. SONUCLAR VE TARTISMA
3.1. Hasta ve Kontrol Orneklerinden izole Edilen DNA’larin Saflik ve Miktar Analizi

DNA o&rneklerinden 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degeri orani 1.7 ile 2.0
arasinda olanlarin calismaya uygun olmasi Ongdrilmektedir [12]. Calismamizda izolasyonu
tamamlanan Srneklerin ¢ogunluguna ait A,go/Asge degerleri 1.7-2.0 arasinda oldugundan DNA
izolasyonu yapilan her bir o6rnek (175 Ornek) daha sonraki deneysel basamaklarin
gerceklestirilmesi i¢in ¢aligmaya dahil edilmistir.

3.2.rs7501939 Polimorfizminin ve Primerlerin Genomdaki Konumu

Bu c¢alismada genotiplenen rs7501939 polimorfizminin genomdaki fiziksel pozisyonunun
36,101,156, kromozom lokasyonunun 17ql12, bulundugu genin HNFIB ve allellerinin C/T
oldugu belirlenmistir [21], [22]. PCR’da kullanilan forward ve reverse primerler ile tek baz
spesifik uzama problarinin genom dizisi lizerindeki konumlari manuel olarak tespit edilmistir.
Boylece yazilimlar kullanilarak tasarlanan primer ve problarin SNP’nin bulundugu genom dizisi
iizerindeki konumlar1 dogrulanmistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. 1s7501939 polimorfizminin bulundugu DNA dizisi (Forward PCR primeri alt1 ¢izili
olan diziye, reverse PCR primeri mavi ile gosterilen diziye gére tasarlanmistir, uzama probunun
dizisi kirmizi ile gosterilmistir, b¢:baz ¢ifti)

SNP’nin bulundugu DNA dizisi be

S'TATATATATTAGCTTGATAGAACAAGAAAAAAAACGGAAGGGAAAA 100 be
CTAGTTTCAGGTGAAACAAAAAAGAAAACGGTGTAGAGGCTGAAATA [C/T]
GATACAG[C/TIATTGCAACATAATAAGCAATTTTATTTCTAAATGGCGC 100 bg
CTTTAAATATGTCAAATAAAATTAATTCTGTTTAATGAATAAAAATCC
AGTAATCGAACATA 3

PCR primerleri tasarlanirken her bir amplifikasyon primerinin 5' ucuna genel bir 10-mer
etiketi (5'-ACGTTGGATG-3") eklenmesi gerekmektedir. Bu nedenle forward PCR primeri
tasarlanirken Cizelge 2’de alt1 ¢izili olan dizinin 5' ucuna 10-mer etiketi eklenerek primerin dizisi
S'ACGTTGGATGCGGTGTAGAGGCTGAAATAG 3' olarak elde edilmistir. Cizelge 2’de mavi
ile gosterilen dizinin reverse ve komplementeri almarak 5' ucuna 10-mer etiketi eklenmis ve
reverse PCR primerinin dizisi 5' ACGTTGGATGGACATATTTAAAGGCGCCAT!' olarak elde
edilmistir. Cizelge 2°de goriildiigii gibi kirmiz1 ile gosterilen uzama probu dizisinin 3' ucu
SNP’nin bulundugu bélgenin yanindadir.
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3.3. istatistik Sonuclar

1s7501939 polimorfizmi 175 drnekte genotiplenmistir. Bunlardan 80 hasta ve 87 kontrol i¢in
genotipleme sonuglar1 elde edilmistir. Yapilan ki kare testi sonucu rs7501939 genotiplerinin
Hardy Weinberg dengesinde oldugu belirlenmistir (p<0,05). rs7501939 allellerinden, C allelinin
toplumumuzda yaygin olarak bulundugu saptanmustir. T alleli i¢in odds ratio degeri 0,75 (%95
GA= 0,48-1,18) ve p degeri 0,211 olarak hesaplanmistir. Sonu¢ olarak prostat kanseri ile
rs7501939 allelleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilememistir (p>0,05)
(Cizelge 3). rs7501939 i¢in toplumumuzda yaygin olarak bulunan CC genotipi referans alinarak
odds ratio ve p degerleri hesaplanmis ancak p degeri 0,05’ten biiyiik oldugu icin istatistiksel
olarak anlamli bir sonug elde edilememistir (Cizelge 3).

2008 yilinda Avrupali toplumda 1,854 prostat kanseri hastas1 ve 1,894 kontrol ile yapilan
genom boyu iligskilendirme ¢alismasinda 1s7501939 polimorfizmini prostat kanseri ile
iligkilendirmistir (OR=1,41; p=9x10™'%) [7]. 157501939 polimorfizmi Eeles ve arkadaglarmin
(2009) Avrupali toplumda yapmis olduklart bir diger genom boyu iliskilendirme ¢aligmasinda
prostat kanseri ile iliskilendirilmistir [8]. 1,583 hasta ve 3,386 kontrolden olusan Japon
populasyonu ile yapilan genom boyu iliskilendirme g¢alismasinda rs7501939 polimorfizminin
prostat kanseri ile istatistiksel olarak anlaml bir sekilde iliskili oldugu bildirilmistir [9]. 2011
yilinda Avrupa toplumundan 2,782 hasta ve 4,458 kontrolden olusan ¢aligma grubu ile yapilan
genom boyu iliskilendirme c¢alismasinda rs7501939 polimorfizmi prostat kanseri ile ile
iligskilendirilmistir (OR=1,19; %95 GA=1,11-1,28; p:2X10'6) [10].

Hasta grubunda rs7501939 genotiplerinin ailede kanser oykiisii, ailede prostat kanseri
Oykiisii, sigara kullanimi, alkol kullanimi, hastalik tanisinin konuldugu dénemdeki yas, Gleason
skoru ve PSA degerleri gibi kliniko-patalojik degiskenlerle iliskisi aragtirtlmigtir ancak
istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilememistir (p>0,05).

Cizelge 3. 157501939 polimorfizminin allel ve genotip frekanslar

rs7501939 Hasta (n=80) Kontrol (n=87) OR (% 95 GA) p degeri
C 0,675 0,609 referans
T 0,325 0,391 0,75 (0,48-1,18) 0,211
cC 36 (0,450) 31 (0,356) referans
TC 36 (0,450) 44 (0,506) 0,70 (0,37-1,35) 0,292
TT 8 (0,100) 12 (0,138) 0,57 (0,21-1,58) 0,284
0,218
TC+TT 44 (0,550) 56 (0,644) 0,68 (0,36-1,26)
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