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OZET

Yiiksek Lisans

MESANE KANSERLIi HASTALARIN SERBEST DNA’LARINDA BULUNAN
BAZI GENLERDEKI TEK NUKLEOTIT POLIMORFiZMIiNiN
BELIiRLENMESI

Soner BAYDENIZ

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Ana Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Mehmet GURBUZEL

Bu calismada, invazif yontemlere kiyasla maliyet, uygulanabilirlik ve hizli sonug
verebilme gibi sagladig1 avantajlarla bir kanser biyobelirteci olarak kullanilan serbest
DNA’nin mesane kanserli hastalardaki seviyesi hem fotometrik hem de florometrik
Olciimlerle belirlenmis; bu DNA’nin tek niikleotit polimorfizminin belirlenmesinde
yeterlilik saglaylp saglamadigi arastirilmistir. Gen isimleri ve polimorfizmin
beklendigi lokasyonun referans numaralari su sekildedir: CCAT2 (rs6983267), HRAS
(rs126289), MIR146A (rs2910164) ve RET (rs1799939). Elde edilen genel bulgular,
serbest DNA Olclimlerinin hassasiyeti dikkate alindiginda, florometrik olglimlerin
daha avantajli oldugunu gostermektedir. Ayrica serbest DNA hizla muameleye tabi
tutuldugunda, SNP calismasina bile olanak taniyacak yeterlilikte oldugu ve bunun
serbest DNA’nin kalitesinin gosterilmesi acisindan 6nemli bir veri olabilecegi sonucu
da ¢ikarilmistir.
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ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINING SINGLE NUCLEOTIDE POLYMOPHIiISM OF SOME
GENES iN FREE DNAS OF THE PATIENTS WiTH BLADDER CANCER

Soner BAYDENIZ

Erzincan Binali Yildirim University
Institute of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet GURBUZEL

In this study, the levels of free DNA used as a cancer biomarker through the
advantages it provided such as cost, applicability and quick results, when compared to
invasive methods, were determined with both photometric and fluorometric
measurements in bladder cancer patients; and, whether this DNA provided
competence in determining the single nucleotide polymorphism (SNP) was also
investigated. Gene names and reference numbers of the location where the
polymorphism was expected were as such: CCAT2 (rs6983267), HRAS (rs126289),
MIR146A (rs2910164) and RET (rs1799939). The general findings obtained
indicated that fluorometric measurements were more advantageous considering the
sensitivity of free DNA measurements. In addition, when it was treated quickly, it
was found that free DNA was even sufficient to allow SNP working. This result could
be a remarkable data due to indicating the quality of free DNA.
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1. GIRIS

Niikleik asitler, hiicredeki biitiin biyolojik gelismelerin devami i¢in gerekli olan, kalitsal
bilginin olusumu, saklanmasi ve bu bilginin islenip iiriin elde edilmesi siireglerinde rol
oynayan biyomolekiillerdir. Bu molekiiller baglica DNA (Deoksiriboniikleik asit) ve
RNA (Riboniikleik asit) olarak organize olmuslardir. Her iki molekiil de 4 farkh
niikleotitten olusan poliniikleotit zincirine sahiptir. Niikleosit yapisi ise azot ve karbon
iceren halkasal yapiya sahip piirin ve primidin bazlari ile bu bazlara glikozidik baglarla
baglanan 5 karbonlu pentoz sekerlerinden olusur. Glikozidik bag, pentoz sekerinin 1
karbonu ile piirin bazlarinin 9’uncu veya pirimidin bazlarinin 1’inci azotu arasinda
kurulur. Adenin ve Guanin’den olusan piirin bazlar ¢ift halkasina sahipken; primidinler
ise tek halka yapili Timin, Sitozin ve Urasil bazlardir. Adenin, Guanin ve Sitozin hem
DNA’nin hem de RNA’nin yapisina katilir. Timin sadece DNA’da, Urasil ise sadece
RNA’da bulunur. DNA’nin yapisinda Deoksiriboz, RNA’da ise Riboz sekeri vardir.
Riboz sekeri, yapisinda Deoksiribozdan farkli olarak 2" pozisyonunda 1 oksijen atomu
tasimaktadir. Niikleosite fosfodiester bag araciligiyla bir fosfat molekiilii olan fosforik
asit’in (H3PO,4) baglanmasiyla niikleotit yapisi olusur. Bu bag, fosfat molekiiliiniin
komsu pentoz sekerinin 5° pozisyonundaki karbon atomuyla baglanmasiyla gerceklesir.
Ayrica, yine fosfat molekiilii komsu niikleositin yapisinda bulunan pentoz sekerinin 3
pozisyonundaki karbon atomuyla fosfodiester bagi kurarak poliniikleotit zincirinin
olusumunu saglar. Niikleotitlerin yapisindaki fosfat gruplarindan hidrojen iyonlarinin

(H™) ayrilmast ile poliniikleotit yapinin dis kismindaki fosfat — seker omurgasi negatif

yiklii ve hidrofilik karakter kazanir. Bdylece poliniikleotit zinciri asidik ozellik

kazanmis olur.

Niikleik asitlerin kesfi ilk olarak Johann Friedrich Miescher’in yapmis oldugu
caligmalar sonucu gerceklesmistir. Bu ¢alismalarda protein ve yaglarin hiicre
stoplazmasinin baglica bilesenleri oldugunu gostermis; bulundugu zamanin elverdigi
kosullarda bu molekiillerin 6zelliklerini belirlemeye ve siniflandirmasin1 yapmaya
calismistir. Miescher, 1869 yilinda hiicre niikleusunda protein gibi organik bir bilesik
olan ancak yapisinda siilfiir yerine bol miktarda fosfor iceren bir maddenin varligini
kesfetmis ve bu maddenin niikleusta bulunmasindan dolayr “niiklein” olarak
isimlendirmistir. Walther Flemming, 1882 yilinda kromozomlar1 tanimlamis ve ilk defa

hiicre boliinmesi esnasinda kromozom davraniglarini incelemislerdir. Oscar Hertwig ve
1



arkadagslar1 (1884-1885) niikleus igeriginin kalitimda temel role sahip oldugunu
gostermislerdir. Theodor Boveri ve Walter Sutton (1902) kalitim birimlerinin
kromozomlar {izerinde olabilecegini beyan etmislerdir. Frederick Griffith (1928)
Streptococcus pneumoniae suslari iizerinde yaptigi ¢alismada transformasyonun
varligini kesfetmistir. Phoebus Levene (1929) DNA’nin tetraniikleotit yapili oldugunu;
adenin, guanin, sitozin ve timin bazlarimin birbiri ardina siralanmig oldugunu
bildirmistir. George Beadle ve Edward Tatum 1941 yilinda, her genin bir enzim
iiretiminde sorumlu oldugunu gostermislerdir. 1944 yilinda Oswald T. Avery, Colin
MacLeod ve Maclyn McCarty, transformasyon islemi esnasinda genetiksel aktarimin
proteinler ile degil, DNA ile yapildigini1 géstermislerdir. Bu bulgu, Alfred Hershey ve
Martha Chase (1952) T2 bakteriyofajinda yaptiklari ¢aligmada kanitlanmistir. Bu
caligmada, viral enfeksiyon esnasinda sadece T2 faji DNA’sinin bakteri stoplazmasina
aktarildigi, bakteri hiicresine viral protein girisinin olmadigr gorilmiistir. Erwin
Chargaff (1949-1950) DNA yapisinda adenin sayisinin timine, sitozin sayisinin ise
guanine esit oldugunu saptamistir. Rosalind Franklin ve Maurice Wilkins (1953) X
1sinlarin1 kullanarak DNA’nin diizenli tekrarli helikal yapida oldugunu géstermislerdir.
James Watson ve Francis Crick 1953 yilinda Nature dergisinde yayimlanan “The
Double Helix” isimli ¢alismada, DNA’nin ¢ift sarmal yapida oldugunu; Adenin bazina
karsilik Timin bazinin, Sitozin bazina karsilik ise Guanin’in geldigini ileri stirmiislerdir.
Watson—Crick modeli glinlimiizde kabul edilen DNA modelidir. Arthur Kornberg’in
(1956) DNA polimeraz enziminin DNA replikasyonundaki roliinii kesfetmesinden sonra
Crick, Molekiiler Biyoloji ve Genetik’de en temel mekanizmalardan biri olan Sentral

Dogma’nin akisini agiklamistir (Dahm vd., 2005).

Okartotik  hiicrelerde, DNA materyali niikleus, mitokondri ve kloroplast’da
bulunmaktadir. Bu hiicre tipinde niikleus zar yapisiyla stoplazmadan izole olmustur.
Niikleus icerisinde DNA ve protein molekiillerinin birlesimiyle olugsmus ve sayisi
organizmadan organizmaya degisebilen kromatin denilen yapilar bulunmaktadir.
Kromatinler, mitoz bdliinmenin profaz sathasinda kisalip kalinlasarak veya baska bir
ifadeyle siki sekilde paketlenerek kromozomlara doniisiirler. Boylece kromatin yapisi
yaklasik olarak 10.000 kat kiigiilerek mitoz boliinme i¢in organize bir yapi

kazanmaktadir.



Mitoz boliinmenin sentez sathasinda kromatini olusturan DNA zinciri replikasyon ile
kendini esleyerek ¢ift zincirli bir yapiya doniislir. Yine bu safhada iiretilen, yapisinda
pozitif yiiklii arjinin ve lizin aminoasidi bol miktarda ihtiva eden histon proteinleri
kromatin yapisinda 6nemli rol oynamaktadir. DNA’nin fosfat—seker omurgasindaki
fosfatin negatif yilikli oldugu bilinmektedir. Histon proteinleri pozitif ylike sahip
oldugundan fosfatlara baglanirlar. Histon proteinlerinin disinda bagka proteinler de bu
yapida gegici veya kalici sekilde bulunabilir. Kromatinin temel birimini olusturan DNA
ve histon proteini birlikteligine niikleozom denir. Histon proteinleri H1, H2A, H2B, H3
ve H4 olarak smiflandirilir. ikiser adet H2A-H2B ve H3-H4 dimer yapilarin birlesimi
ile (H2A-H2B)2 ve (H3-H4)2 tetramerleri olusturulur. Bu tetramerlerin birlesimi ile
histon proteinlerinin olusturdugu oktamer ¢ekirdek yapisi meydana gelir. Bu ¢ekirdegin
etrafinda 146 bazin oldugu tahmin edilmektedir. Oktamer yapisindaki histon proteinleri
ve birlikteligin etrafinda yaklasik olarak 1,65 defa dongii yapan DNA, niikleozom
¢ekirdek partikiiliinii (nucleosome core particle) olusturur. Bu arada H1 tipi histon

proteini ise etrafinda dolanan DNA ipligini baglayici rol tistlenmektedir.

Kromatin yapisi izotonik ortamda gevseyerek, 30 nm’lik fibril yapisina doniismektedir.
30 nm’lik fibril yapisi, DNA molekiilii gibi ¢ift iplik¢ikten olusmaktadir. Yapida
bulunan niikleozomlar st {ste istiflenerek iplikcikleri olustururlar. Olusan sarmal
DNA’nin aksine sol el sarmal yapisindadir. Son yillarda interfaz hiicrelerinde farkl
floresan etiketli problarla yapilan in situ hibridizasyon ¢aligmalarinda, 30 nm’lik fibril
yapisinin histon olmayan proteinlerden olusan iskeleler {izerinde biiylik ilmekler
olusturarak organize olduklarin1 gostermektedir. Mitoz boliinmenin erken profaz
asamasinda, kromatinlerin yogunlasip kromozomlar1 olusturduklar1 asamada, 30 nm’lik
fibril yapisinin katlanarak kromonema fibrili denilen 100-130 nm’lik fibrillere doniisiir.
Daha sonra da kromonema fibrili de katlanarak 200-250 nm’lik orta profaz kromatidini,
metafaz agamasinda ise orta profaz kromatidi daha siki bir sekilde paketlenerek 500-750
nm capli metafaz kromatidini olusturur. Metafaz kromozomlar1 bu uygunlugu nedeniyle

sitogenetik ¢alismalarinda siklikla kullanilir (Lodish vd., 2011).

Serbest DNA, kan dokusunda dolasan serbest DNA parcaciklaridir. Literatiirde, “Free
circulating DNA (FCDNA)”, “Circulating Free DNA (CFDNA)”, “Cell Free DNA” ve
“non-encapsulated DNA” gibi terimler ile nitelendirilmektedir. Kan akigindaki bu

DNA’nin olagan bir sekilde hiicre senesensi, apoptosis ve nekroz gibi mekanizmalarla
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yikima ugrayan hiicrelerinden kalan DNA parcaciklart oldugu kabul edilmektedir.
Yarilanma omrii yaklasik olarak iki saat olan ve makrofajlar tarafindan yikima ugrayan
bu pargaciklarin, genel olarak kanser vakalarinda miktarmin arttig1 varsayilmaktadir

(Sorenson vd., 1994).

Kan plazmasinda serbest DNA’nin varligi ilk olarak Mandel ve Metais (1948)
tarafindan ortaya atilmistir. Daha sonraki yillarda serbest DNA’nin nasil tiiredigi ile
ilgili arastirmalar yogunlasmistir. Bendich vd. (1965) serbest DNA’nin metaztaz
sonucunda olusmus olabilecegini iddia etmislerdir. Yapilan bagka bir ¢calismada Tan vd.
(1966) lupus hastalarinda (sistemik lupus eritematozus, kelebek hastaligi) serbest DNA
miktarinin normal bireylere gore yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Bagka bir calismada
da romatoid artrit, 16semi, kronik glomeriilonefrit, lupus ve kanser gibi degisik hastalik
tiplerinde serumda tek zincirli serbest DNA’nin miktar1 belirlenmeye c¢alisilmistir
(Koffler vd., 1973). Radyoimmiinolojik yontemler kullanarak yapilan bir arastirmada,
metastatik kanser hastalarinin serumlarindaki serbest DNA’nin normal bireylere gore
yiiksek oldugu gosterilmistir (Leon vd., 1977). Benzer bulgular kanser hastalarini konu
alan bagka caligmalarda da goriilmiistiir (Stroun vd., 1987; 1989). Serbest DNA nin
kantifikasyonunu konu alan caligmalarin da yaninda, izole edilen serbest DNA
kullanilarak kanser belirteglerinin de tarandigi c¢alismalar mevcuttur. Vasioukhin vd.
(1994) yilinda yapmis olduklar1 ¢alisma bu konudaki 6ncii ¢calismalardan birisidir. Bu
caligmada miyelodisplastik sendromu ve akut myelojenik 16semi hastalarinda serbest
DNA’y1 izole ederek N-RAS geni nokta mutasyonu taranmistir. Benzer bir ¢alismada
pankreatik karsinom ve kistik fibrosis hastalarinda K-RAS geni mutasyonu taranmistir
(Sorenson vd., 1994). PCR (Polymerase Chain Reaction - Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
temelli mikrosatellit analiz yontemi ile bas ve boyun skuamoz hiicre karsinomlu
hastalarin plazma oOrneklerindeki serbest DNA taranarak mikrosatellit degisikliginin
varhig belirlenmeye ¢alisilmistir (Nawroz vd., 1996). Baska bir ¢alismada ise kii¢iik
hiicreli akciger kanserli hastalarda mikrosatellit degisikligi arastirilmistir. Mikrosatellit
kararsizligmin bir¢cok tiimdr tipinin karakteristigi oldugu g6z Oniine alindiginda
yapildigi donemde bu caligmalarin dikkat cekici oldugu goriilmektedir (Chen vd.,
1996).

Serbest DNA iizerinde yapilan en 6nemli ¢alismalardan birisi Lo vd. (1997) tarafindan

yapilmustir. Bu calismada fetal DNA’nin anneye ait serum ve plazmada serbest DNA
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icerisinde var olup olmadig1 arastirilmistir. Erkek fetiise hamile kadinlardan elde edilen
numunelerde Y kromozomuna spesifik sekanslar tarandiginda fetal DNA’nin hem
serum hem de plazmada varligi kesfedilmistir. Bu bulgu invazyon olmadan prenatal
diagnoz i¢in serbest DNA’nin kullanabilecegine isaret etmektedir. Gliniimiizde klinik
diizeyde prenatal diagnozda serbest DNA nin kullanimina rastlanmakta ve gecerliligi ile

ilgili tartisma ve arastirmalar devam etmektedir.

Giliniimiizde invazyon yapilmadan serum veya plazmadan elde edilen serbest DNA nin
bircok kanser basta olmak iizere genetiksel bir¢ok hastalifin tan1 ve tedavisinde
kullanilmaya baslandigi ve bu konudaki arastirmalarin siiratle devam ettigi
bilinmektedir. “Likit biyopsi” olarak adlandirilan yontemle kan numunelerinin hastadan
alindiktan hemen sonra kan hiicrelerinin uzaklastirilmas1 amaciyla santrifijj
islemlerinden gecirilmesi, timorlii dokudan apoptozis veya nekroz sonucu tiireyen
DNA’y1 da igeren plazma veya serumdaki serbest DNA’nin izole edilmesi ve genetik
timor belirtegleri ile klinige tani i¢in bilgi ediniminin saglanmasi amaglanmaktadir

(Volik vd., 2016).

Bobrekte yapilan idrar, iireter araciligiyla diizensiz ve birbiriyle siki bir sekilde
baglanan kas dokularindan olusmus ve esnek bir yapiya sahip depolama organi olan
mesaneye tasiir. Bosaltim sisteminde en sik malignant tiimor vakalart mesanede
cikmakta ve mesane kanseri prevalansi giin gectikce artmaktadir. Bu hastalik
kadinlardan ziyade erkeklerde goriilmektedir. 2010 yilinda yayinlanan bir ¢alismada
diinyada yilda mesane kanseri teshisi konulan kisi sayisinin 380.000, bu hastalik
nedeniyle hayatin1 kaybedenlerin ise 150.000 civarinda oldugu belirtilmistir (Ferlay vd.,
2010). Mesane kanseri DNA hasar1 olusturan sigara basta olmak {izere, aromatik amin
iceren boya, 4-nitrobenzil, 4-aminobibenzil, benzidin gibi yakit iriinleri, mineraller,
dograma, yaglama, asfalt, plastik, kaynak maddeleri, igme suyundaki inorganik arsenik,
nitrat ve trithalometan gibi klorlama yan {iriinleri gibi kimyasal maddelerin etkisiyle
ortaya ¢ikabilmektedir. Ayrica N-nitrozo bilesikler, heterosiklik aminler, 4-aminobifenil
MX gibi maddeleri igeren islenmis gidalar, hayvansal yaglar, siklofosfamid ve fenasetin
gibi ilaglar da mesane kanseri icin indiikleyici olabildikleri bilinmektedir (Jankovic ve

Radosavljevic, 2007).

Giliniimiizde mesane kanserinin teshisinde en siklikla kullanilan yontem invazif ve

pahal1 olan sistoskopidir. Bu yontemde hekim tarafindan sistoskop ad1 verilen optik bir
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aletle mesanenin i¢ kismi gozlem yoluyla taranir. Idrar sitolojisi ise ozellikle diisiik
dereceli hastalikta sinirli bir degere sahiptir. Son yillarda mesane kanserinin teshisinde
kullanilan birgok molekiiler belirte¢ gelistirilmistir. Bu belirtegler idrar sitolojisine gore
daha iyi sonuglar vermelerine ragmen halen daha klinik tanida kullanilmamaktadir.
Kompleman faktor H iliskili protein, NMP22 ve BLCA-4 niikleus proteinleri, C8, C18
ve C19 sitoiskelet proteinleri hedef alinarak segilen yontemler bu belirteglerden
bazilaridir (Schmitz-Drager vd., 2015). Oligoniikleotit mikroassay yontemi ile gen
profilleme, telomer uzunlugu ve mikrosatellit analizi mesane kanserinin diagnoz ve
prognozunda yararlt bilgiler saglayabilir (Mao vd., 1996; Sanchez-Carbayo vd., 2006;
McGrath vd., 2007).

Mesane kanseri hastalarinda NRAS (1p13), PIK3CA (3g26), FGFR3 (4p16), HRAS
(11p15), KRAS (12p12), AKT1 (14932), ERBB3 (12913) onkogenlerde nokta mutasyon,
RXRA (9934), ERBB2 (17q12) onkogenlerinde mutasyon, FGFR3 (4p16), E2F3 (6p22),
EGFR (7p12), FGFR1 (8pl12), ERBB2 (17ql12) onkogenlerde asir1 ekpresyon, E2F3
(6p22), FGFR1 (8pl2), CCND1 (11g13), MDM2 (12ql4-g15), ERBB2 (17ql2)
onkogenlerde amplifikasyon goriilebilmektedir. Ayrica RUNX3 (1p36), ARID1A (1p35),
TXNIP (1921), ELF3 (1932), NFE2L2 (2g31), CTNNB1 (3p21), FBXW7 (4q31),
PIK3R1 (5q13), APC (50921-g22), CDKN1A (6p21), CDKN2A (9p21), PTCH1 (9922),
TSC1 (9934), PTEN (10923), ATM (11922-23), MLL2 (12913), MDM2 (12914-q15),
RB1 (13ql14), KLF5 (13g22), TSC2 (16p13), TP53 (17p13), ERCC2 (19913), EP300
(22913), KDM6A (Xpll), STAG2 (Xg25) gibi timor baskilayici olarak kabul edilen
genlerde fonksiyon kaybi gerceklesebilmektedir (Knowles ve Carolyn, 2015).
Karsinojen-detoksifikasyon genlerindeki polimorfizm mesane kanseri riskini arttirabilir.
Ornegin GSTM1 0 (null) allel genotipli ve sigara igiciler arasinda NAT2 geni diisiik
asetilator genotipli bireylerde kanser olusum prevelansi yiliksek ¢ikmistir (Garcia-Closas
vd., 2005).

Anne ve babaya ait olan 6zellikler gametler araciligiyla yavru bireye aktarilmasi ve bu
ozelliklerin incelenmesi kalitim mekanizmasini olusturmaktadir. Bu yeni biyolojik bilim
dali, Wilhelm Johannsen (1857-1927) tarafindan kalitsal faktdr /element yerine “gen”
terimini kullanmasindan sonra, William Bateson (1861-1926) tarafindan “Genetik”
olarak isimlendirmistir. Gen dizileri sabit degildir; herhangi bir fiziksel, kimyasal veya

biyolojik ajan veya rastgele olusum sonucu DNA dizisinde degisim gozlenebilir.
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Mutasyon olarak isimlendirilen bu olay canli tarafindan tolere edilebilir veya tamir
mekanizmasini devreye sokarak hasari giderebilir. Mekanizmalarin hasar1 gidermedigi
durumlarda ise programli hiicre 6liimii yani apoptosis sonucu istenmeyen hiicre ortadan
kaldirilabilir. Ayrica DNA dizisinde genetik varyasyon olarak tarif edebilecegimiz
bireysel farkliliklar da gozlemlenebilir. Bu farkliliklara en iyi 6rneklerden birisi olarak
her 500 baz ciftinde bir meydana gelen SNP (single-nucleotide polymorphism, tek
niikleotit polimorfizmi) verilebilir (Passarge, 2013). Yakin akrabalik iligskisi olmayan
insanlarda 3x109 baz ciftinden olusan genomda yaklasik olarak % 1 gibi sembolik bir
oranda farklilik bulunurken, bu farkliligin en temel sebeplerinden birisini SNP’ler
olusturmaktadir. Bireyde SNP’lerin ¢ogu intron bolgesinde olma, genler arasinda yer
alma ve kodlanan bolgelerde sinonim kodon olusumu sonucu islevsel olarak farklilik
olusturamamaktadir. Ancak bazen protein kodlayan bolgelerde yani genlerde
gerceklesen tek bir niikleotit degisimi aminoasit degisikliklerine yol agarak hedef
tiriinden sapmis bir ¢iktiya neden olabilmektedir. Bazen de tek bir niikleotit degisimi
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasinin organize edildigi kontrol boélgelerinde
bulunarak mRNA sentezini etkileyebilmektedir. Belki de SNP, DNA dizisi lizerinde
protein olusumuna katkida bulunan bélgelerde bulunmasiyla bireyler arasinda farklilik

olusturmaktadir (Lodish vd., 2011).

Her SNP’in kendine ait bir rs (referance SNP) numarasi1 bulunmaktadir. Rs numarasi
“rs” ile baslayip her SNP’ye 6zgii rakam dizisi ile sonlanmaktadir. Ornek vermek
gerekirse “rs6983267” CCAT2 geninde bulunan spesifik bir bolgenin tek niikleotit
polimorfizmidir. SNP’ler paternal ve maternal kromozomlardaki karsiligin1 goéstermek
lizere ¢ift niikleotit kisaltmasi ile gosterilirler. Ornegin G (Guanin) ve C (Sitozin) igin

olusturulan ikili ii¢ kombinasyon GG, GC ve CC seklindedir (Passarge, 2013).

Insan gen veritabanlar1 incelendiginde bugiine kadar birgok hastalik ve kanser tiiriinde
oldugu gibi mesane kanseri ile de iliskilendirilen bircok SNP bulunmaktadir.
Giliniimiizde halen daha 1tk ve popiilasyonlar da dikkate alinarak hastaliklarda en sik
goriilen SNP cesitliligi arastirilmaktadir. CCAT2 (Colon Cancer Associated Transcript
2) geni bir RNA geni olup kodlamayan RNA sifrelemektedir. HRAS (HRAS
protoonkogeni, GTPaz) Costello sendromu ve epidermal neviis ile iligkilendirilen ve
RET ile EGFR sinyal yollarinda gorev alan RAS protoonkogeni ailesine ait protein

kodlayic1 bir gendir. postpartum depresyon ve koroner restenoz ile iliskilendirilen bir
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mIiRNA genidir. RET (RET protoonkogeni) geni ise ailesel mediiller tiroit karsinomu ve
multipl endokrin neoplazi tip 2a hastaliklartyla iliskilendirilen ve RET ve immiin
sistemdeki sitokin sinyal yollarinda gérev alan proteini tiretmektedir. Calismamiza konu
olan rs6983267 (G>T) numarali SNP, CCAT2 geninde olup genellikle kolon ve prostat
kanserleriyle, rs12628 (T>C) numarali SNP, HRAS protoonkogeninde olup genellikle
mesane, kolon ve tiroit kanserleriyle, rs2910164 (G>C) numarali SNP, MIR146A
geninde olup meme, mide, yumurtalik ve kolon kanserlerinde, rs1799939 (G>A)
numarali SNP ise RET proonkogeninde ve genellikle degisik tipteki tiroit
neoplazmalariyla iliskilendirilmektedir (National Center for Biotechnology Information
(NCBI), GeneCards®, GWAS catalog ve snpedia veritabanlari).

Kaynak Ozetleri kisminda da genis bir literatlir taramasiyla sundugumuz gibi, son
yillarda yogun bir sekilde yapilan calismalarda serbest DNA’nin invazif yontemlere
kiyasla maliyet, uygulanabilirlik ve hizli sonu¢ verebilme gibi sagladig1 avantajlarla bir
kanser biyobelirteci olabilecegi tartisiimaktadir. Bu ¢alismalarda DNA zincir biitiinligi,
mutasyon frekansi, mikrosatellit anomalileri ve gen mutasyonlar1 gibi serbest DNA’nin
timore has degisimlerin kanser hastalarinda diagnostik, prognostik ve hastaligin
takibinde 6nemli bir belirte¢ olacagi degerlendirilmistir (Jung vd., 2010). Ayrica artik
klinik birer belirte¢ olan yeni nesil sekanslamada (next generation sequencing [NGS])
serbest DNA, giiniimiizde trizomi 13 (Patau sendromu), 18 (Edward sendromu) ve 21
(Down sendromu) taramalari i¢in gelistirilen serbest fetal DNA test analizinde ise anne
kanina karigan serbest fetal DNA kullanilmaktadir. Bu nedenle serbest DNA nin plazma
veya serumdan ekstraksiyonu ve miktar analizi son derecede Onem tasimaktadir.
Literatiir incelendiginde ge¢misten giiniimiize serbest DNA ekstraksiyonu ve miktar
analizinde kullanilan bir¢ok ticari hazir kit veya prosediir bulundugu, elde edilen
sonuclarin ¢ok farkli seyrettigi goriilebilir. Iste bu amacgla calismamizin birinci
asamasinda giincel bir ticari kit kullanarak, mesane kanserli hastalarda {i¢ farkl
donemde alinan plazma 6rneklerinden serbest DNA ekstraksiyonu ve miktar analizi i¢in
ise fotometrik ve florometrik oOlgiimler yapilacaktir. Bu oOlgiimler karsilastirilarak
kantifikasyon icin en ideal metot belirlenmeye calisilacaktir. Serbest DNA’nin SNP
taramalarinda kullanilacak yeterlilikte oldugunu ortaya koyan neredeyse hi¢bir calisma
mevcut degildir. Calismamizin ikinci asamasinda ise serbest DNA numuneleri
kullanarak dort farkli SNP taramasi yapilacaktir. Bu ayni zamanda elde edilen DNA

kalitesinin ortaya konulmasi agisindan da énemlidir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Mandel ve Metais (1948) plazmada serbest DNA’nin varligiyla ilgili yapmis olduklar1
calismadan giiniimiize kadar serbest DNA’y1 konu alan bir¢ok ¢alisma yapilmustir. ilk
donemlerde arastirmacilar serbest DNA miktarinin tan1 ve tedavide kullanilip
kullanilmayacagini arastirirlarken, giiniimiizde NGS (yeni nesil sekans) cihazinin
gelistirilmesi ile bu DNA kaynaginin kullanimiyla ilgili perspektif genislemistir. Ayrica
son donemde yapilan caligmalarda tiimor hiicrelerinde spesifik gen bolgelerinin
taranmasi ve anne plazmasindaki serbest fetal DNA araciliiyla erken cinsiyet tayini ve
trizomi modellerinin varliginin saptanmasinda yine serbest DNA kullanilmaktadir.
Gecmisten gilinlimiize serbest DNA’y1 konu alan calismalarin bir¢ogu kronolojik

siralamayla su sekildedir:

Cesitli hastaliklarda sinoviyal sivida serbest DNA’nin varligiyla alakali Onciil
calismalardan biri Hughes vd. (1971) tarafindan yapilmistir. Yiiksek kortikosteroid
seviyeli degisik hastaliklara sahip 15 bireyin 5’inde ve ekstrakorporeal sirkiilasyon
kullanilarak yapilan kalp ameliyati geciren 11 hastanin 7’sinin serumlarinda serbest
DNA bulunmustur. Ayrica sinoviyal sivi 6rnekleri test edilen 63 bireyin 41’inde yine
serbest DNA bulunmus olup arastirmacilar tarafindan bu bulgularin hiicresel hasarin bir

sonucu olarak ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir.

Etiyolojik role sahip oldugu diisiiniilen sirkiile serbest DNA sistemik lupus eritematozus
nefriti veya kisaca lupus nefriti hastaligin da iceren bircok bozuklukla
iliskilendirilmistir. Yapilan calismada plazma ve serum orneklerinde DNA 4 farkli
metot kullanilarak taranmustir. Plazmadan izole edilen numune kullanilan bu farkli
metodlarla tarandiginda neredeyse hic DNA 6l¢iilmemistir. Serumdan izole edilen DNA
ise 16 hastanin 14’tinde degisik konsantrasyonlarda ve 1,9 mg/ml ortalamayla
bulunmustur. Arastirmacilar bu verilerin insan plazmasindaki serbest DNA’nin

patolojik bir bulgu olduguna isaret ettigini iddia etmislerdir (Stainman vd., 1975).

Leon vd. (1977) yapmis olduklar1 baska bir calismada 70 romatoid artrit hastasinin
serum serbest DNA ve diger 6zelliklerini karsilagtirmiglardir. 26 hastanin (% 37) DNA
seviyelerinin 100-540 ng/ml araliginda oldugu gozlenmistir. Bu hastalarin ortalama
serbest DNA’s1 ise 187 ng/ml olarak hesaplanmistir. 7 hastada ortalama 257 ng/ml

olarak bulunurken, 37 hastada (%53) DNA seviyesi 0-80 ng/ml seviyeleri arasinda ve
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39 ng/ml ortalamayla bulunmustur. Calismada ayrica kontrol grubu olusturulmus olup
bu hastalarin DNA seviyeleri 0-80 ng/ml diizeyinde ve 13 ng/ml ortalamadadir. Yiiksek
DNA seviyesine sahip hastalar siddetli semptomlarla beraber 10 yildan az siireyle bu
hastaliktan miizdarip oldugu goriilmiistiir. 10 y1l1 agkin bir siireden beri bu hastaliktan
miizdarip olan bireylerde ise DNA seviyesi diigiik seyretmistir. Ayrica yiiksek DNA

seviyelerine sahip olan hastalar romatoid faktor agisindan seronegatif gikmistir.

Serbest DNA’nin bir marker olarak kullanildig1 6ncii ¢caligmalardan ve dahi literatiirii
inceledigimizde ilk diyebilecegimiz calisma Leon vd. (1977) tarafindan yapilmistir. Bu
calismada, radyoimmiin test tekniginin (Radioimmunassay, RAI) DNA miktarinin
Olciimiinde kullanimindan sonra, iyododeoksitiridin (1251) isaretlenmis DNA antije
olarak, lupus eritromatasus hastalarin serumlar1 ise antikor olarak kabul edilmistir. 173
degisik kanser hastasi ile 55 saglikli, goniillii bireyden elde edilen serumdaki serbest
DNA miktarlar1 bu test ile belirlenmistir. Saglikli insanlarin kanlarindaki DNA miktari
0-100 ng/ml aras1 ve 1343 ng/ml ortalama ile seyretmistir. 0-50 ng/ml aralig1 normal
seviye olarak kabul edildiginde ise kontrol grubundaki olglimlerin %93’ bu orana
uymustur. Kanser hastalarinda ise DNA konsantrasyonu 0’dan ug (mikrogram)
seviyelerine kadar degisik degerlerde seyretmistir. Bu grubun ortalamasi 180+38 ng/ml
olarak hesaplanmigtir. Hastalarin yarisindaki serbest DNA seviyesi 0-50 ng/ml
araligindayken, diger yarisinda ise bu oran 50-5000 ng/ml arasinda seyretmistir.
Caligmada DNA seviyesi ile primer tiimdriin boyutu ve lokasyonu arasinda herhangi bir
baglantt kurulamamistir. Metastatik hastalarin serbest DNA seviyeleri metastatik
olmayan hastaliklara goére daha yiiksek ¢ikmistir. Ayrica radyasyon terapisi
uygulandiginda lenfoma, akciger, ovaryum, uterus ve servikal tiimorlii hastalarda
serbest DNA seviyesinin % 66-90 oraninda azaldigi; glioma, meme, kolon ve rektal
timorli hastalarda ise bu azalmanin % 16-33 oldugu goriilmiistiir. Tedavi sonrasi
timor boyutunun kiiciilmesi gibi iyilesme halinin kismen saglandigi durumlarda ise
DNA seviyesinin diismesi, hastalara herhangi bir terapi uygulanmadiginda ise serbest
DNA seviyesinin ya sabit kalmasi ya da artmasi ¢aligmaki bagka bulgulardir. Ancak goz
ard1 edilmemesi gereken gergek su ki, calisma grubundaki kanserli hastalarin serbest
DNA seviyesinin normal diizeylerde seyretmesi bu teste diisiik bir diagnostik deger

kazandirmaktadir.
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Baska bir ¢alismada gastrointestinal benign ve malign tiimoérlii hastalarin serum sirkiile
DNA seviyeleri karsilastirilmistir. Elde edilen sonucglara gore kontrol ile
karsilastirildiginda plazma DNA konsatrasyonunun malign tiimorli hastalarda yiiksek
seviyelerde oldugu; benign tiimorlii hastaliklardaki DNA seviyesinin ise kontrol
grubuna gore yiiksek, malign tiimorlii hastalara gore ise daha diisiik seviyelerde oldugu
goriilmiistiir. Arastirmacilar serbest DNA’ya ait bu bulgularin diagnostik ve prognostik

degerinin olabilecegini iddia etmislerdir (Shapiro vd., 1983).

Kanser ile serbest DNA arasinda baglanti kuran ilk ¢alismalardan biri de Stroun vd.
(1987) tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismda, 37 malign hastanin 10’unun plazmasinda
yiiksek miktarda serbest DNA bulunmustur. 50 goniillii ve saglikli bireyden elde edilen
plazma orneklerinde ise herhangi bir DNA izine rastlanmamaistir. Arastirmacilar kanser
hastalarinin %27’sinde yliksek serbest DNA seviyesinin gdzlenmesi, ayrica kontrol
grubunda DNA’ya rastlanilmamasi bulgularina dayanarak, malignansi ile serbest DNA

miktar1 arasinda bir kolerasyonunun olabilecegini rapor etmislerdir.

Stroun vd. (1989) yapmis olduklar1 baska bir calismada, kontrol grubunda
bulunmamakla birlikte, malign hastalarin {igte birinin plazmasinda ekstrakte
edilebilecek diizeyde serbest DNA miktar1 bulunmustur. Burada c¢alismanin
gerceklestigi zamanin kosullarini dikkate almak elzemdir. Arastirmacilar bu bulguyu
kanser hiicresine ait DNA’nin zincir stabilitesinin azalmasina baglanmis ve serbest
DNA’nin kanser hiicrelerinden koken aldigini iddia etmislerdir. Ancak giliniimiizde
serbest DNA’nin sadece kanser hiicrelerinden degil, normal hiicre 6liimlerinden veya

hiicre parcalanmalarindan kaynaklandigi goriisii daha agir basmaktadir.

Yapilan bir calismada 10 akut miyelojenik losemi ve miyelodisplastik sendrom
hastasinda PCR kullanilarak N-RAS geninin nokta mutasyonlar1 plazma DNA’sinda,
kan hiicrelerinde ve kemik iliginde incelenmistir. Sonuglara gore kemik iligi ya da
periferal kan hiicrelerinin DNA’sinda bazen rastlanmayan farkli ras mutasyonlarinin
hemen hemen her zaman plazma DNA’da bulundugu goriilmiistir. Bu sonuglar
plazmanin veya bagka bir deyisle plazma DNA’sinin miyeloit bozukluklarinin
taranmasinda kolay elde edilebilir ve yararli bir materyal olabilecegini gostermistir

(Vasioukhin vd., 1994).
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Baska bir ¢alismada PCR temelli mikrosatellit analiz yontemi ile bas ve boyun skuamoz
hiicre karsinomlu 21 hastanin plazma 6rneklerindeki serbest DNA taranmistir. Hastalar
serumlarindaki yeni alellerin olusumu ya da heterozigotlugun kaybi gibi parametrelerin
cesitliligine gore smiflandirilmis ve daha sonra primer timér DNA’s1 ile
karsilastirilmistir. Hastalarin 6’sinda primer tiimorle tam eslesme gostererek 1 ya da
daha fazla mikrosatellit degisikligi bulunmus; bu hastalarin 3.ya da 4. evre ilerlemis
karsinomlu hastalar oldugu goriilmiistiir. Bu 6 hastanin 5’inde nodal metastaz, 3’iinde
ise sonradan gelisen uzak metastaz bulunurken 4’1 bu hastaliktan 6lmistiir (Nawroz

vd., 1996).

Kiiciik hiicre akciger kanserli hastalarin plazmasindaki serbest DNA araciliiyla
mikrosatellit degisikliginin incelendigi arastirmada; 16’sinda mikrosatellit degisikligi
bulunan 21 hastanin plazma 6rneklerinde serbest DNA’da degisikligin olup olmadigi
taranmistir. Elde edilen sonuglara gore bu hasta grubunun 15’inde mikrosatellit
degisikligi bulunmustur. Arastirmacilar serbest DNA ile ilgili bu bulgularin timor
asamasinin tespiti ve kanser tedavisi i¢in yeni bir ara¢ olabilecegini belirtmislerdir

(Chen vd., 1996).

Yapilan bir ¢alismada kolorektal kanserli 14 hastanin plazmalarindan izole edilen
serbest DNA’da K-RAS mutasyonlarinin varligt PCR araciligiyla sekansa 0ozgii
primerler kullanilarak arastirilmigtir.  Veriler direkt sekanslama ve klonlama
tekniklerinden sonra PCR yontemiyle bir K-RAS mutasyonunda enzim restriksiyon
bolgesi olustugunu gostermektedir. 7 (% 50) hastada primer tiimor dokularinda K-RAS
12. kodon mutasyonu ¢ikmis ve bu hastalarin 6’sinda (% 86) plazma DNA'sinda 6zdes
mutasyonlar bulunmustur. Geri kalan hastalarda ve saglikli bireylerde ise mutant DNA

saptanmamistir (Anker vd., 1997).

Birbirinden bagimsiz iki calismada plazma serbest DNA’sinda K-RAS mutasyonu
taranmugstir. Vasioukhin vd. (1994) kolorektal kanserli 15 hastanin 6’sinda K-RAS nokta
mutasyonu bulunmustur. Bu g¢alismaya benzer bir ¢alisma ise Kopreski vd. (1997)
tarafindan yapilmistir. Metastatik ya da rezekte olmayan kolorektal 31 hastanin
kanindan alinan plazma veya serum orneklerinin 12’sinde K-RAS mutasyonu bulunmus
ancak 28 normal goniilliiniin serum veya plazma Orneginde herhangi bir mutasyona

rastlanmamuistir.
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Yapilan prospektif bir calismada pankreas kanseri olan hastalarin plazmasindaki serbest
DNA kullanilarak K-RAS mutasyonlari aragtirilmistir. Bu amagla 21 pankreas kanseri
hastasinin plazmasindan DNA izole edilmis; PCR isleminden sonra sekans analizi ile K-
RAS degisiklikleri saptanmistir. 17 hastada (% 81) K-RAS mutasyonlar1 kaydedilmistir.
Hem doku hem de plazma alinan hastalarda benzer DNA mutasyonuna rastlanmaistir.
Caligmada 4 hastada klinik diagnozdan 5-14 ay Onceki serbest DNA degisimlerinin
olmas1 dikkat ¢ekicidir. Mutant DNA, kronik pankreatitli iki hastanin ve bes saglikli

kontroliin plazmasinda ise bulunmamistir (Mulcahy vd., 1998).

Pankreas kanseri hastalarda izole edilen serbest DNA miktar1 saglikli bireylerden elde
edilen serbest DNA miktarina gore daha yiiksektir. Yapilan bir c¢aligmada jel
elektroforezi kullanilarak plazmadan izole edilen serbest DNA degerlendirilmis; 3 hasta
ve 3 saglikli bireyin plazmasinda elektron mikroskobu araciligiyla DNA fragmanlarinin
uzunlugunda goriilen varyasyon Olclilmistiir. Saglikli bireylerden elde edilen
plazmadan izole edilen DNA’nin elektroforezi niikkleozomal DNA’nin (185-200 bp) tam
say1 katlarina (1-5x) esdeger boyutlarda otoradyografik bantlar gdstermesine ragmen,
pankreas kanseri hastalardan elde edilen orneklerde ise giicli DNA bantlar
goriilmistir. Ayrica 2 gruptaki DNA’nin zincir uzunlugu dagilimlart farkli oldugu
goriilmiis olup caligmada en kisa DNA zincir uzunlugu yaklasik 30 ng (0,34nm/bp’de
88 bp), en uzunu ise yaklasik 28000 nm (>80000bp) olarak hesaplanmistir. Tiim Sl¢iilen
degerlerin %50’si 100-900 nm arasinda bir uzunluga sahip oldugu kaydedilmistir.
Kanser hastalar1 (231 nm; ortalama, 185 nm) ile kontrol grubu (311 nm; ortalama, 273
nm) karsilastirildiginda kontrol grubunda uzunlugun daha fazla oldugu; kanser
hastalarinin plazmalarindaki niikleozomlarla iligkilendirilen ve kiiglik katsayilarina
tekabiil eden 63, 126, 189, 252 ve 315 nm uzunlugundaki kii¢iik DNA pargalar1 ve
fragmasyonlarinin varligr gézlenmistir. Arastirmacilar elde edilen sonuglara dayanarak
plazma serbest DNA’larin kanser hastalari ile saglikli bireyler arasindaki farkin 6nemli
diizeylerde oldugunu ve muhtemelen bu farkin neoplastik ve/veya normal hiicrelerde

gerceklesen apoptozis sonucu olustugunu belirtmislerdir (Giacona vd., 1998).

Esteller vd. (1999) kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri olan hastalarin plazmasinda
anormal DNA metilasyonunun bulunup bulunmadigini incelemislerdir. Metilasyon
spesifik PCR araciligiyla 22 hastanin DNA’larinda pl6 timor baskilayict geninin

promotor hipermetilasyonu, varsayilan metastaz baskilayici gen olan Death-Associated
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Protein Kinase 1, detoksifikasyon geni olan glutatyon S-transferaz P1 ve DNA tamir
geni olan O6-metilguanin-DNA-metiltransferaz taranmigtir. Bu hastalarin tiimor
dokusunda 15’inde (% 68) bu genlerden en az birinin anormal metilasyonu saptanmis,
normal dokuda ise rastlanmamistir. Bu 15 hastanin 11’inde (73%) anormal metilasyon
ayrica plazma oOrneklerinden izole edilen DNA’da da izlenmistir. Metilasyon
gostermeyen tiimorlii hastalardan alinan serumlarin higbiri pozitif ¢ikmamistir. Plazma
DNA’da anormal promotor metilasyonu biitiin tiimor asamalarinda gorilmiistiir.
Calisma sonucunda plazma serbest DNA araciligiyla kanserle iliskili genlerin anormal
promotor hipermetilasyonunun saptanmasi, kanser teshisi veya niiksetmenin saptanmasi

icin yararli olabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Yamada vd. (1999) K-RAS geninin 12. kodonundaki nokta mutasyonunu
degerlendirmek amaciyla pankreatik adenokarsinomlu 21 hastanin cerrahi doku ve
plazma Orneklerinden izole edilen DNA kullanilarak mutant allel spesifik amplifikasyon
metodu ile incelenmistir. K-RAS gen mutasyonu, 21 (% 71) primer tiimoriin 15'inde
tespit edilmistir. Bu 15 hastanin 9'unun (% 60), plazma DNA'sinda 6zdes mutasyon
tespit edilmistir. Kronik pankreatitli 4 hasta ile 5 saglikli bireyin plazma orneklerinde
ise mutasyona rastlanmamistir. Serbest DNA's1 K-RAS gen mutasyonu agisindan pozitif
olan tiimorler boyut olarak biiyiiktiir. Tedavi sonucunda 9 hastanin 6’sinda (% 67)
plazmada serbest DNA varligi izlenmemistir. Tedavi 6ncesi ve tedavi sonras1 plazma
orneklerinde kalici pozitif K-RAS gen mutasyonuna sahip ii¢ hastada erken niiks

goriilecegi veya ilerleyici bir hastaliga sahip olabilecegi diisiiniilmiistir.

Meme kanseri teshisi konulan ve mastektomiden sonra tiimoér ve normal doku, normal
kan hiicreleri ve plazma Ornekleri alinan 62 hastanin meme kanseri i¢in birer belirteg
olan p53 gen mutasyonu ve pl6INK4a geninin ilk ekzonundaki anormal metilasyon
incelenmistir. 56 (%90) hastanin tiimoér dokusunda en az bir anormal degisim izlenmis
ve bu hastalarin 41’inde (66%) benzer degisimler plazma serbest DNA’da da
gozlenmistir (Silva vd., 1999).

Hem saglikli ve hem de hasta insanlarin serum ve plazmalarinda kii¢iik miktarlarda
serbest DNA bulunmakla beraber kanser hastalarmin plazmasinda ise bu
konsantrasyonun arttig1 bilinmektedir. Arastirmacilara gore kanser hastalarinin
plazmasindan ¢ikarilan genetik materyalde tiimdr DNA’sinin bulunmasi karakteristiktir.

Bu materyal azalan zincir kararliligi, spesifik onkogen varligi, tiimor baskilayici gen ve
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mikrosatellit kararsizlig1 gibi bir¢ok degisik durumu da icermektedir. Bas ve boyun,
akciger ve bobrek hiicre kanseri hastalarin serum ve plazma DNA’larinda mikrosatellit
kararsizlig1 ya yeni bir alel ya da bir alelin kaybinin olusmasiyla baskilanmasi yapilan
bu calismadan elde edilen onemli bir sonuc¢tur. Bu c¢alismadan elde edilen veriler
plazma serbest DNA’nin kanser i¢in birer invazif olmayan diagnostik, prognostik ve

takip testi olarak gelistirilebilecegini gdstermektedir (Anker vd., 1999).

Yapilan caligmalarda organ naklinden sonra alicilarin viicut dokularinda periferal kan ve
plazmasinda mikrokimerizm bulundugu belirtilmistir. Zhang vd. (1999) dondr
DNA’sm1 alicinin idrarinda taranabilecegini ve bu DNA miktarin doku reddinin bir
belirteci olabilecegini iddia etmislerdir. Bu amagla bobrek nakli gegiren ve dondrleri
erkek bireyler olan 31 bayan hasta calisma grubu olarak se¢ilmistir. Bu hastalarda Y
kromozomunda bulunan SRY geni (sex determining region Y) verici bireylerin
DNA’smin bir isareti olarak kabul edilmistir. Bu amagcla rt-PCR (Real Time PCR),
Idrardaki bu DNA’dan SRY ve g-globin genlerinin taranmasinda kullanilmistir. Akut
rejeksiyon atagi geciren bobrek nakli alicis1 bir bayandan alinan seri idrar 6rnekleri de
ayrica toplanmis ve rt-PCR kullanilarak f-globin geni analiz edilmistir. Elde edilen
sonuglara gore 17 bayan hastanin 14’{iniin idrarinda SRY dizisi taranmis, bayan
donorlerden aliman bobreklerle organ nakli olan 14 hastada ise SRY sekansi
taranmamistir.  Akut rejeksiyon atagindan sonra idrarda fS-globin  geninin
konsantrasyonu O6nemli derecede artmis olup rejeksiyona karsi tedavi uygulandiginda
ise hizla diigmiistiir. Boylece bu calismada renal transplantasyondan sonra idrarda
kimerizmin olustugu ve ayrica g-PCR (quantitative PCR - kantitatif PCR) kullanilarak
idrardaki serbest DNA’nin o6lclilmesi ile bu DNA’nin doku reddinin diagnoz ve

takibinde dnemli bir materyal olabilecegi gosterilmistir.

240 hastanin dahip oldugu prospektif bir ¢alismada kolonoskopi geciren 135 hastada
kolorektal biyopsi yapilmis, 232 hastadan risk faktorii bilgisi edinilmistir. DNA plazma
ve kolorektal dokudan izole edilmis, PCR araciligiyla da amplifikasyonu
gerceklestirilmistir. 232 hastanin 64’linlin (% 28) plazmasinda, doku 6rnegi alinanan
135 hastanin 35’inde dokudan alinan numunelerin analiziyle K-RAS mutasyonu
kaydedilmistir. Bu 35 hastanin plazma orneklerinden elde edilen serbest DNA’da
mutasyon tarandiginda, 29 bireyin ayrica plazma serbest DNA’larinda da aym

mutasyonu tasidigi goriilmiistiir. Geri kalan 100 hastanin 93’tinde herhangi bir
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mutasyon goriilmemis; biyopsileri alinmayan 105 hastadan 28’1 kolonoskopik
bulgularin aksine serbest DNA’larinda mutasyon tasirken, bu 28 hastanin 24’iinde

kolorektal kanser i¢in risk faktorii kaydedilmistir (Kopreski vd., 2000).

Yapilan bir ¢alismada maternal plazmada serbest fetal DNA konsantrasyonunun ayni
diizeyde olup olmadigi arastirilmistir. Bu amagla 13 gebe olmayan ve 16 gebe olan
saglikli kadinlardan 3 giin boyunca kan 6rnekleri alinmistir. DNA plazmadan izole
edilmis ve rt-PCR kullanilarak miktar tayini yapilmistir. Gebe olmayan kontrollerde
toplam serbest DNA miktar1 ortalama 13,5 kat, gebe kadinlarda ise ortalama 21,5 kat
dalgalanmistir. 10 kadinin erkek fetiise sahip oldugundan, bu vakalarda serbest fetal
DNA konsantrasyonu Y kromozomu dikkate alinarak belirlenmistir. Erkek fetiislerde

serbest fetal DNA ifade diizeyi 2,2 kat olarak kaydedilmistir (Zhong vd., 2000).

Sozzi vd. (2001) plazmadaki serbest DNA miktarinin akciger kanseri hastalar ile
saglikli bireyler arasinda ayrim yapip yapamayacagini ve bu miktarin hastalik
progresyonuna bagli olup olmadigini arastirmak igin bir ¢aligma yapmislardir. Serbest
DNA miktar1 6l¢iimii ve mikrosatellit degisimlerinin analizi kiigiik hiicreli akciger
kanseri olan 84 hastanin ardisik serisinde ve 43 saglikli kontrolde gergeklestirilmistir.
Hastalarda plazma DNA konsantrasyonunun ortalama degerleri ia evresi hastalari
dikkate alindiginda bile kontrollere gore daha yiiksek ¢ikmistir. DNA seviyesi ve
mikrosatellit degisimlerinde goriilen varyasyonun takip edilen 38 hastanin klinik
degerleri ile korelasyon gostermistir. Arastirmacilar bu bulgulara dayanarak akciger
kanseri hastalarinda plazma serbest DNA'sinin kantifikasyon ve molekiiler
karakterizasyonunun, etkilenmemis bireyleri ayirt etmek ve takip sirasinda erken
yinelenmesini saptamak i¢in degerli invazif olmayan tani araglari olabilecegini ileri

siirmiislerdir.

Hahn vd. (2001) yapmis olduklart literatiir incelemesiyle preeklemsi, preterm dogum ve
polihidroamniyoz gibi hamilelikle iliskilendirilen bozukluklarda maternal plazmadaki
serbest DNA konsantrasyonundaki yiikselmelerin var oldugunu; basta trizomi 21 olmak
lizere andploid fetiis tagiyan gebelerde serbest DNA seviyesinin hemen hemen normal
hamileliklerin iki kat1 kadar oldugu sonucuna ulagmislardir. Arastirmacilar bu sonuglara
dayanarak maternal plazmadaki serbest DNA’nin kantitif analizinin hamilelik ile iligkili
bozukluklar ya da belirli fetal kalitsal hastaliklar i¢in invazif olmayan prenatal bir

diagnoz olabilecegi hipotezini kurmugslardir.
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Zhong vd. (2001) yapmis olduklar1 ¢aligmada fetal DNA'nin maternal dolasimdan hizla
atilmasin1 goz Oniine alarak, bu genetik meteryalin bobrek yoluyla atilip atilmadigini
arastirmistir. Bu amacla erkek fetiislarla hamile olan 8 kadinin idrarlarinda Y
kromozomuna spesifik DNA sekanslarinin varligi arastirilmis; idrarda maternal DNA
sekanslar1 taranmasina ragmen fetiisa ait Y kromozomuna spesifik DNA sekanslarina
rastlanmamistir. Burada ilgi ¢eken nokta sudur: serbest DNA, bobrekten mi yoksa baska
bir doku veya organdan mu tiiremistir? Bu sorunun cevabini bulmak igin arastirmacilar
erkek vericiler araciligiyla bébrek nakli geciren kadilarin idrarin1 incelenmistir. idrarda
Y kromozomuna spesifik DNA sekanslarinin tarandigi ve doku reddinin gergeklestigi
asamalarda bu sekanslarin yiikseldigi goriilmiistiir. Aragtirmacilar bu verilere dayanarak
idrarda DNA’nin kaynagi acisindan mikrokimerizm oldugu ve idrardaki vericiye ait
DNA sekanslarinin taranmasiyla doku nakli toleranst i¢in yeni bir belirteg

olusturulabilecegi sonucuna varmislardir.

Yapilan bir¢cok calismada kanser hastalarinin kan plazmasindaki serbest DNA normal
seviyeye gore yliksek oranda bulunmustur. Yayimlanan veriler, kan plazmasindaki
DNA'nin sadece bir kisminin kanser hiicrelerinden tiiredigini 6ne slirmiistlir. Bununla
birlikte, dolasan DNA'nin ne kadarmin kanserli veya ne kadarimin kanser dist hiicrelere
ait oldugu bilinmemektedir. Bu amagla CDKN2A tiimor siipresér geninin promotor
bolgesinin kantitatif metilasyona spesifik PCR'si ile, tiimor hiicrelerinden tiiretilen
plazma DNA’nin miktar1 belirlenmeye ¢alisilmistir. Jahr vd. (2001) yapmis olduklar1 bu
calismada 30 kanserli hastanin plazma oOrnekleri incelenmis ve tiimor hiicrelerinden
tiireyen DNA’nin toplam serbest DNA'nin minimum % 3 ve maksimum % 93 oranina
tekabiil ettigi kaydedilmistir. Ayrica plazmada tiimor hiicrelerine ait olmayan serbest
DNA'nin muhtemel kokenleri arastirilmis ve birkag numunede T hiicrelerine ait
DNA’nin serbest DNA olusumuna 6nemli diizeyde katki verdigi gortilmiistiir. Plazma
serbest DNA'nin apoptotik veya nekrotik hiicrelerden tiiredigi ihtimalini arastirmak icin
in vitro apoptotik (staurosporin) ve nekrotik (staurosporin + oligomisin) hiicreler ile
farelerde apoptotik (anti-CD95) veya nekrotik (asetaminofen) karacigerin
indiiksiyonlar1 gibi deney diizenekleri kurulmustur. Islem géren hayvanlarin kan
plazmas1 Orneklerinde ve siipernatantlarinda yiiksek oranda serbest DNA miktari
bulunmustur. Jel elektroforezi ile apoptotik ve nekrotik plazma DNA'larinin ayrimi
mimkiin oldugundan, farkli kanser hastalarindan elde edilen plazmada DNA

pargalarinin benzer karakteristik 6zellikleri tanimlanmistir. Arastirmacilar bu verilerden
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elde edilen sonuglara gore, daha Onceki literatiir bilgisine paralel olarak kanser
hastalarinda apoptotik ve nekrotik hiicre DNA’larinin plazma serbest DNA’sinin temel

kaynagi oldugu sonucuna varmiglardir.

Giliniimiizde gebe kadinlarin da idrarlarinda serbest DNA’nin tespiti ic¢in yeterli
olanaklar mevcuttur. Yapilan caligmalarda preeklampsinin olusumunun maternal
plazmada serbest fetal DNA seviyesinin normal serbest maternal DNA gibi artmasi ile
iliskili olabilecegi ve her iki seviyedeki artisin da hastaligin seyri ve siddetine paralel
oldugu kaydedilmistir (Zhong vd., 2001a). Bu sonucun ortaya ¢ikmasinda preecklampsi
ile seyreden gebeliklerden alinan numuneler 6nemli rol oynamistir. Yapilan baska bir
calismada preeklampsi semptomlarinin baslangicindan 6nce hem maternal plazmada
hem serbest fetal DNA hem de serbest maternal DNA’nin seviyelerini 6lgmiislerdir.
Elde edilen veriler, serbest maternal DNA’nin seviyesinde istatistiksel agidan anlamli
bir artig olmadig1, bunun aksine serbest fetal DNA seviyesindeki artisin 6nemli diizeyde
oldugunu gostermektedir (Zhong vd., 2001b). Preeklampsi durumu yasayacak olan
hamile kadinlarin plazmalarindaki serbest fetal DNA seviyesindeki artis daha sonra

yapilan bir bagka calismayla daha pekistirilmistir (Zhong vd., 2002).

Yapilan bir ¢calismada DNA saflastirmak ve kantifikasyon tayini gerceklestirmek igin
siklikla kullanilan 2 ticari kit (QIAamp blood kit, PicoGreen DNA kit) kullanilmis ve
karsinom, 16semi ve lenfoma hastalarindaki DNA seviyeleri kontrol grubu ile
karsilastirilmistir. Hastalarda tiimor markerleriyle paralel bir sekilde serbest DNA
seviyesinin de yiiksek ¢iktigi, elektroforez sonucunda ise bu hastalarda DNA
fragmanlarinin parcalanmis kiiciik boyutlarda oldugu ve normal bireylerde bu

boyutlarda serbest DNA fragmanlarinin bulunmadigi goriilmiistiir (Wu vd., 2002).

Yapilan bircok calisma anne dolasiminda basta fetal eritroblastlar olmak {izere bir¢ok
hiicre tipinin ve ayrica serbest fetal DNA’nin bulundugunu gostermektedir. Fetal
genetik Ozelliklerin arastirilmasinda hem bu hiicrelerin hem de serbest fetal DNA nin
kullanilmast amaciyla yapilan caligmalar giiniimiizde de devam etmektedir. Anne
dolasimindaki bu serbest fetal DNA’nin kaynagi nedir? Bazi ¢aligmalarda bu kaynagin
fetal eritroblastlar olabilecegi Ongoriilmiistiir. Bu hipotez, preeklampsi veya
polihidramnioslardan etkilenen gebeliklerde fetal eritroblast ve hiicre icermeyen fetal
DNA konsantrasyonlarinin arttigi raporlariyla desteklenmektedir. Zhong vd. (2002)

ayni maternal kan Orneklerinde fetal eritroblast sayilarin1 ve serbest DNA
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konsantrasyonlarint incelemislerdir. Hem normal hem de patolojik olarak etkilenen
gebelikler {izerinde yapilan ¢alisma, bu iki gruptaki fetal hiicreler ve olusan molekiil
tiirleri arasinda bir korelasyon olmadigini ortaya koymustur. Ayrica erken dogum
baslangicindan etkilenen gebelik durumunda fetal eritroblast sayilarinda herhangi bir
artis olmaksizin, serbest fetal DNA konsantrasyonlarinda belirgin ylikselmeler tespit
edilmistir. Caligmadan elde edilen veriler alternatif bir hiicre tipinin serbest fetal
DNA’nin kaynagi olabilecegini gostermektedir. Dahasi serbest fetal DNA'nin bu hiicre
tipinden tiiremesinin fetal hiicrelerin anne dolasimina asir1 gegisiyle baglantili bir artig
olmadigin1 ve ayrica serbest fetal DNA seviyesindeki artisin patolojik plasental

kosullardan kaynaklandigi goriilmiistiir.

Tiimo6r dokusunda gerceklesen nekrozis sonucunda farkli boyutlarda DNA fragmanlari
olusurken, normal dokulardan apoptosis sonucu salinan DNA fragmanlar1 daha kiigiik
boyutlarda ve biiyiik bir kismi ise uniform yapidadir. Bu hipotezin ger¢ekligini ortaya
koymak amaciyla yapilan bir ¢aligmada, rt-PCR araciligiyla plazma serbest DNA’daki
genomik DNA biitiinliik indeksi arastirilmistir. Jinekolojik ve meme kanseri olan 61
hastada ve neoplastik hastalig1 olmayan 65 kadin hastada bir DNA biitiinliik indeksi ve
plazmadaki DNA konsantrasyonu belirlenmistir. Bulgular, plazma serbest DNA'sindaki
DNA biitiinltigliniin artmasmin kanserle iliskili oldugunu ve DNA biitiinligiiniin
Olciilmesinin kanser tespiti i¢in basit ve ucuz bir dl¢lim saglayabilecegini gostermistir

(Wang vd., 2003).

Yapilan bir calismada trizomi 21'den etkilenen erkek fetiisli tasiyan hamile kadinlarin
serumunda serbest fetal ve toplam DNA diizeylerinin analizi ve bu diizeylerin normal
bir erkek fetiisii tagiyan kadinlarla karsilastirilmasi yapilmistir. DNA, dogum Oncesi
tarama programinin bir pargasi olarak toplanan arsivlenmis ikinci trimester maternal
serum Orneklerinden ekstrakte edilmistir. Trizomi 21 erkek fetus tasiyan kadinlardan
olusan toplam 10 vaka, erkek fetiis tasiyan 10 kontrol ile karsilastirilmistir. Sirasiyla
SRY geni ile yapilan kantitatif rt-PCR ile serbest fetal DNA’nin, albumin geni ile de
toplam DNA’ nin miktart belirlenmistir. Trizomi 21°li 10 hamilenin ortalama serbest
fetal DNA seviyesi mL basina 31,98 hiicre esdegeri iken, bu oran kontrol grubunda
34.06 olarak kaydedilmistir. Ortaya ¢ikan bu farklilik istatistik olarak anlamli diizeyde
degildir. Trizomi 21’11 fetiis tasiyan hamile kadinlarda ortalama toplam DNA seviyesi
kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise anlamli diizeyde yiiksektir (p = 0,029). Bu
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DNA seviyesi 21°li fetiis tasiyan hamile kadinlarda mL basina 36152,6 hiicre esdegeri
iken, kontrol grubunda ise bu deger 5832,81°dir. Calismanin sonuglar1 her ne kadar
serbest fetal DNA diizeyinde anlamli bir farkliligin varligimi ortaya koyamasa da, iki
grup arasinda toplam DNA seviyesinin farkliligi yansitmasi agisindan Onemlidir

(Spencer vd., 2003).

Li vd. (2003) 11 erkek fetiis tasiyan 18 hamile kadindan idrar numuneleri toplamas, rt-
PCR veya PCR kullanarak Y kromozomuna spesifik DNA sekanslarin1 taramislardir.
Ayrica maternal plazmada yliksek serbest DNA bulundugu bilinen HELPP sendromlu
(hemoliz, yiiksek karaciger enzimleri ve diisiik trombosit belirtili bir sendrom) iki
hamile kadindan da plazma Ornekleri alinmistir. Elde edilen sonuglara gore
arastirmacilar, maternal idrarda hicbir sekilde fetal DNA’ya rastlanilmadigini, bunun
aksine HELLP sendromlu gebelerin plazmasinda yiiksek oranda serbest fetal DNA
bulundugunu rapor etmislerdir. Ayrica her ne kadar serbest DNA’nin fragman
uzunlugunun diisiik oldugu ve boylece bobrekte permeabilitesinin yiiksek oldugu bilinse
de idrarda serbest fetal DNA’nin maternal idrarda saptanamayacagi arastirmacilar

tarafindan kaydedilmistir.

Tiumor ile iligkili DNA, kolorektal kanser hastalarinin plazmalarinda simirli gen veya
mutasyon kapsamina ragmen cesitli teknikler kullanilarak tespit edilmektedir. Bir grup
aragtirmacit K-RAS ve BRAF genleri i¢in 6zel mutasyonel skorlamanin yaninda énemli
genotipik heterojenitesi nedeniyle tipik olarak analitik bir sorun olusturan APC ve TP53
genlerindeki mutasyonlar1 degerlendirmek i¢in yliksek duyarli tarama metodolojisini
rapor etmislerdir. Bu amagla 20 hastadan izole edilen plazma serbest DNA hedef
mutasyonlar i¢in taranmis ve sporadik kolorektal kanser ile iliskili oldugu bilinen
somatik mutasyonlar i¢in kapsamli tarama saglamak i¢in mutasyon tarama teknolojisini
ve bu molekiiler hedefler se¢ilmistir. Mutasyonlar, analiz edilen toplam DNA'imn %
0,1'in1 temsil eden varyantlarin tespit edilmesini miimkiin kilmak i¢in, ayirma sonrasi
floresan teknolojisini kullanan yeni bir yiiksek performansli sivi kromatografisi
platformu ile tanimlanmigtir. Mutant allel spesifik amplifikasyon sonrasinda aymni
platformla tarama ile 12, 13 ve 61 K-RAS kodonlar1 ve 599 BRAF kodonu diisiik
seviyeli hedef mutasyonlar1 belirlemek i¢in kullanilmistir. Bu birlestirilmis tarama ve
skorlama yaklasimiyla hastalarin hepsinde en az bir mutasyon tespit edilmistir. Boylece

iyi bir sekilde dizayn edilmis mutasyon tarama ve skorlama paneli kolorektal kanser
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taramasi, tedavi sirasinda ve sonrasinda hastalik izlemi i¢in 6dnemli olabilecegi rapor

edilmistir (Lilleberg vd., 2004).

Farkli prostat kanseri (PCa) evreleri ve benign prostat hiperplazisi (BPH) olan ve
saglikli kisilerdeki plazma DNA konsantrasyonlarinin karsilastirildigi baska bir
calismada, kanser hastalarinda plazma DNA seviyesi referans araliginda bulunmustur.
Lenf nodu ve uzak metastazli hastalarda ve ayrica BPH'de DNA seviyesinin arttigi
gorilmistiir. Plazma DNA's1 ile hayatta kalma siiresi arasindaki iliski prostata 6zgii
antijende oldugu gibi benzer sekilde sonucglar vermistir. Calismadan elde edilen
sonuglara gore, PCa hastalarinda plazma DNA'sinin sinirh bir gegerlilige sahip oldugu,
ancak plazma DNA'sinin tiimore bagli 6zelliklerinin arastirilmasi ile kombine edilen

takip caligmalar1 i¢cin makul olacagi sonucuna varilmistir (Jung vd., 2004).

Yapilan bazi caligmalarda DNA fragmanlarinin da biitlinliigii veya boyut dagiliminin da
olasi tanisal potansiyele sahip olabilecegi degerlendirilmektedir. Boddy vd. (2006)
prostat kanserinin klinik teshisinde bu parametrenin roliinii aragtirmak i¢in bir ¢alisma
yapmiglardir. Prostat kanseri i¢in arastirilan 61 prostat kanserli ve 62 benign histolojili
hastadan prospektif olarak toplanan plazma oOrneklerinden serbest DNA izole edilmis,
rt-PCR araciligiyla konsantrasyon ve boyut dagilimi tayini yapilmistir. Analiz
sonucunda kanser ile serbest DNA seviyesi ve boyut dagilimi arasinda anlamli bir iligki
kurulamamistir. Aragtirmacilar elde ettikleri verilere dayanarak serbest DNA'nin prostat

kanserinin klinik tedavisinde tanisal degere sahip olmadigini rapor etmislerdir.

Chui vd. (2006) yanik hastalarinda serbest DNA'nin artabilecegini, yanik siddetinin
objektif bir gostergesi ve prognostik dneme sahip oldugu kadar prediktif olabilecegi
hipoteziyle, yaralanmadan sonraki 24 saat igerisinde 28 yanikli hastadan ve kontrol
grubu olusturmak igin 12 saglikli bireyden elde edilen plazma 6rneklerindeki serbest
DNA miktarmi kantitatif rt-PCR araciligiyla S-globin geni tarayarak belirlemeye
calismiglardir. Kan numunelerinin aliminin yanma eylemi gerceklestikten 5 ila 7 saat
sonra oldugu; hastalarin 13’iiniin alev/flas yanigi, 15’inin ise haslanma sonucu olusan
yanik oldugu kaydedilmistir. Elde edilen ortalama DNA seviyeleri kontrol grubunda
287, haglanma yanig1 grubunda 648 ve ise alev/flas yan1g1 grubunda 2685 kilogenome-
equivalents/L olarak kaydedilmistir. Bu sonuglar serbest DNA’nin yanik olusumundan
sonra arttigini, ayrica hastanede kalig siiresini de iceren bazi sonug Ol¢iitleriyle 6nemli

Olciide korelasyona sahip oldugunu gostermistir. Haslanma sonucu yaralanan hastalara
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gore viicudunda alev/flas yamigi olusan hastalarda DNA diizeylerinin daha yiiksek

¢ikmasi ¢aligmadan elde edilen baska bir sonugtur.

Serbest DNA hiicresel nekroz ve apoptozis yoluyla dolagima salinan normal ve timor
tirevi DNA'nin bir yansimasidir. Kamat vd. (2006) tiimore 6zgii plazma DNA's1,
ortotopik bir yumurtalik kanseri modelinde timor yiikii ve tedaviye yanit icin bir
belirteg olup olamayacagini belirlemeye ¢alismislardir. Bu amagla disi farelere
intraperitoneal olarak HeyAS8 yumurtalik kanser hiicreleri enjekte edilmistir. Bu
hayvanlara ayrica ya docetaxel tek basina ya da antianjiyojenik ajanlarla beraber
verilmistir. Plazmadan DNA ekstraksiyonu yapildiktan sonra, beta-actin primerleri
araciliiyla rt-PCR kullanilarak timore 6zgli DNA’nin kantifikasyonu yapilmistir. Elde
edilen sonuglar tiimor yiikiiniin artisiyla plazmadaki tiimore 6zgli DNA artis1 arasinda

pozitif korelasyonun olduguna isaret etmektedir.

Serum ve plazma numuneleri karsilastirildiginda serbest DNA bakimindan hangisinin
daha zengin oldugu ile ilgili bazi arastirmalar yapilmis olup genel kani serum lehine
olmustur. Bunun sebebi tam olarak bilinmemektedir. Ancak yine de santrifiijleme
isleminin bu sonucun olusumuna neden oldugu diisiiniilebilir. Umetani vd. (2006)
yaptiklar1 bir ¢alismada tiimdrlii 24 hastadan serum ve plazma numunesi toplamislardir.
Bu numuneler 0,1 pg/uL of DNA hassasiyetle ve ALU tekrar bolgelerini hedef alarak g-
PCR araciligiyla serbest DNA seviyelerini tespit etmeye ¢alismislardir. ALU tekrar
bolgeleri ile yapman g-PCR islemi i¢in numunelerden serbest DNA saflastirilmasina
gerek olmadigindan DNA kayiplart minimize edilmistir. Elde edilen sonuglara gore
serumdaki serbest DNA seviyesi plazmadakinin neredeyse 5 kat1 kadar fazla ¢ikmustir.
Bu sonuglar literatiirdeki diger sonuglarla paraleldir ve plazmaya gore serumun serbest

DNA c¢alismalart i¢in aragtirmaciya daha fazla avantaj saglayabilecegini gostermektedir.

Periferik kanda bulunan serbest DNA hiicre 6liimiinden kaynaklanmaktadir. Antonatos
vd. (2006) kalp krizi vakalarinda serbest DNAnin plazmadaki miktarini, miyokardiyal
belirteclerle aralarindaki kolerasyonunu ve kalp krizinden sonra kantitatif agidan seyrini
belirlemek amaciyla kardiyoloji klinigine 6 saatlik bir periyot icerisinde gogiis agrisi
sikayeti ile bagvuran ve trombolitik etkisinden dolay1 reteplaz uygulanan 13 hastanin
(yas 57 = 16 yil) klinige kabulii sirasinda ve takip eden 5 giin boyunca periferal kan
ornekleri alinmistir. Karsilagtirma amaciyla 30 saglikli bireydeki serbest DNA diizeyleri

de olciilmiistiir. Sonuglar daha once yapilan ¢aligmalara benzer sekilde kalp krizi
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geciren hastalardaki serbest DNA seviyelerinin normal bireylere gore yiiksek oldugunu
gostermektedir. Ayrica klinige kabul esnasinda alinan plazma orneklerindeki DNA

seviyeleri diger giinlere nazaran daha yiiksek degerlerde ¢ikmistir (Chang vd., 2003).

Gerovassili vd. (2007) prospektif olarak toplanan orneklerde fetal ve toplam serbest
DNA diizeylerini 6lgmek, diger degiskenlerle olan korelasyonlarini anlamak ve teshis
degerlerini agikliga kavusturmayr amaglamislardir. Koryon villus 6rneklemeden dnce
264 kontrol, 72 trizomi 21, 24 trizomi 18, 12 trizomi 13, 16 Turner sendromu ve
hamileligin ilk ti¢ ayindaki 8 tririploidi 6rneklerinde plazma DNA kantitatif rt-PCR ile
izole edilmistir. S-globin geni amplikasyonu araciligiyla toplam serbest DNA’nin,
DYS14 ve SRY genlerinin amplikasyonu ile de fetal DNA nin miktar tayini yapilmistir.
Fetal ve toplam serbest DNA miktar: ile ense kalinlig1 arasinda ter orantt bulunmus;
fetal DNA’nin hamileligin ilk ii¢ ayindaki kromozomal anormalikler i¢in prognostik bir

belirte¢ olmadig1 sonucuna ulasilmistir.

Boni vd. (2007) yaptiklar1 bir ¢alismada, kolorektal kanser hastalarinda potansiyel bir
timor markorii  olarak  serbest DNA'nin  duyarhiligimi  ve  Ozgilliiglini
degerlendirmislerdir. Bu DNA kantitatif analizi i¢in rt-PCR araciligiyla RNaz P geninin
amplifikasyonu kullanilarak belirlenmeye calisilmistir. Bu amagla primer kolorektal
kanser ameliyati geciren ve hastaligin farkli evrelerindeki hastalar1 ile saglikli
bireylerden alinan numuneler incelenmistir. Hastalardan elde edilen DNA miktarinin
ortalama degeri 4771 ng / ml olup, kontrol grubunun ortalamasinin neredeyse 50 kati
kadar yiiksek ¢ikmistir. Bunun aksine hastalarin CEA (karsinoembriyonik antijen)
degeri vakalarin sadece % 47'sinde degismistir. Arastirmacilar bu verilere dayanarak
serbest DNA miktariin belirlenmesinin kolorektal kanser i¢in invazif olmayan 6nemli

bir belirte¢ olabilecegini belirtmislerdir.

Zhong vd. (2007) benign ve malign meme lezyonlar1 olan hastalarin plazmasindaki
serbest DNA miktarin1 gergek zamanli g-PCR ile analiz etmislerdir. Elde edilen verilere
gore malign meme kanserinde plazmada serbest DNA diizeylerinin yiikseldigi ve timor
boyutu ile korelasyon gosterdigi goriilmiistiir. Boylece arastirmacilar serbest DNA
kantifikasyonunun malign meme tiimoérleri i¢in tanisal ve prognostik degere sahip

olabilecegini iddia etmislerdir.
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Yogun bakim iinitesi hastalarinda plazma serbest DNA'nin konsantrasyonunun organ
yetmezligi ve hastane mortalitesi ile iligkisini aragtirmak ic¢in yapilan bir ¢alismada
tiniversite hastanesinde tibbi ve iki tibbi cerrahi - yogun bakim iinitesinde prospektif
kohort caligmasi yapilmistir. Ocak 2004 - Temmuz 2005 arasinda yogun bakim
tinitelerine basvuran 228 kritik hastadan 1. kan 6rnekleri kabul gergeklestikten hemen
sonra, 2. kan ornekleri ertesi sabah alinmistir. 3. kan 6rnekleri ise 2. kan 6rneklerinin
alinmasindan 48 saat sonra toplanmis ve muhafaza altina alinmistir. Serbest DNA nin
miktar tayini S-globin geni hedef segilerek rt-PCR ile gerceklestirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore hastanede hayatin1 kaybedenlerin kanindaki serbest DNA miktar1 hayatta

kalan hastalara gore daha yiiksek orandadir (Saukkonen vd., 2007).

Korabecna vd. (2008) bozuk bdbrek fonksiyonlu hastalardaki serbest DNA diizeylerini,
peritoneal diyaliz ve hemodiyalizin serbest DNA tizerindeki etkilerini arastirmiglardir.
Serbest DNA diizeyi rt-PCR ile GADPH gen dizisi amplifikasyonu araciligiyla
belirlenmistir. Elde edilen sonuglarda 20 saglikli bireydeki serbest DNA diizeyi
ortalamast 20 kisiden olusan kronik bobrek hastaligi, 18 kisiden olusan peritoneal
diyaliz ve 17 hemodiyaliz geciren hastalarin olustugu gruplarin ortalamalar ile
karsilastirildiginda onemli bir fark goriilmemistir. Hemodiyaliz hastalarindaki serbest
DNA diizeyleri kronik bobrek hastalar1 ve peritoneal diyaliz hastalart ile
karsilastirlldiginda ise olusan fark istatistiksel agidan Onemlidir. Kronik bdbrek,
peritonel diyaliz ve hemodiyaliz hastalarinda farkli zamanlarda alinan serbest DNA
seviyesi Onemli diizeyde farklilik gostermemistir. Arastirmacilar, bu sonuclara
dayanarak renal eliminasyonun serbest DNA’nin ortadan kaldirilmasinda temel

mekanizma olmayabilecegini iddia etmislerdir.

Deligezer vd. (2008) meme kanseri hastalarinda adjuvan kemoterapi uygulama
esnasinda plazma serbest DNA’nin seviyesini arastirmiglardir. Bulgular serbest DNA
seviyesinin kemoterapi boyunca degismedigini gostermistir. Ancak yine de popiilasyon
icerisinde serbest DNA miktar1 6nemli derecede varyasyon gostermistir. Baska bir
deyisle hastalarin % 43,8’inde DNA miktarinda artis, % 56,2’sinda azalma

gozlenmistir.

Benign ve malign ovaryum tiimorlii hastalarda (epiteliyal over kanseri, benign epiteliyal
over timorii ya da endometriozis teshisi konulan hastalar) serbest niikleer DNA ve

serbest mitokondriyal DNA diizeylerindeki kantitatif degisimin hasta tedavisinde deger
24



tagiyip tasimadigini arastirmak i¢in 104 hastadan alinan serum ve plazma ornekleriyle
yapilan bagka bir ¢alismada, epitelyal yumurtalik kanserli hastalarda saglikli kontrol
grubuyla karsilastirildiginda plazmada serbest niikleer DNA ve serbest mitokondriyal
DNA'larin miktarmi1 6nemli derecede yiiksek ¢ikmistir. Bununla birlikte, epiteliyal
yumurtalik kanseri olan hastalarda dolagimdaki serbest DNA seviyeleri ile CA 125
patolojik parametreler arasinda bir iligki kurulamamistir. Ayrica epiteliyal yumurtalik
kanseri ile Endometriozisli gruplar arasinda serbest niikleer DNA’nin aksine serbest
mitokondriyal DNA agisindan 6nemli farklilik gériilmiistiir. Bu sonuglar dogrultusunda,
epiteliyal yumurtalik kanserinde serbest niikleer DNA ve serbest mitokondriyal
DNA'min birer potansiyel biyolojik belirte¢ olabilecegi Onerilmistir (Zachariah vd.,
2008).

Yapilan bir calismada rt-PCR kantifikasyon metodu ile 80 saglikli birey ile 175 meme
kanserli hastanin plazmada serbest DNA miktar1 karsilastirilmig; meme kanserli
hastalardan elde edilen DNA seviyesinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Ayrica ameliyattan 6nce ve sonra alinan Orneklerin karsilastirilmasiyla
DNA miktarinin ameliyat sonras1 6nemli diizeyde diistiigii not edilmistir. Arastirmacilar
bu sonuglara dayanarak rt-PCR kullanilarak serbest DNA miktarinin belirlenmesinin
meme kanserinin tan1 ve tedavisinde énemli bir belirte¢ olabilecegini iddia etmislerdir

(Catarino vd., 2008).

Timér ve normal hiicrelere ait serbest DNA, hiicresel nekroz ve apoptoz ile kan
dolagimina salinir. Schwarzenbach vd. (2008) kolorektal kanserli hastalarda serbest
DNA’nin tan1 ve tedavi i¢in bir marker olarak kullanilip kullanilamayacagini aragtirmak
icin 55 hasta ve 20 saglikli bireyin kanindaki serbest DNA konsantrasyonunu
Olemiislerdir. Elde edilen sonuglara gore hastalara ait serumlarin serbest DNA miktar
ortalamasi 1157 ng/mL, minimum ve maksimum degerler ise sirasiyla 22 and 3922
ng/mL olarak 6l¢lilmiistiir. Buna karsilik kontrol grubuna ait serumlardaki serbest DNA
miktar1 ise oldukea diisiik diizeylerdedir (5-16 ng/mL). Tedavi esnasinda serbest DNA
seviyeleri kemoterapik ajanlardan bagimsiz olarak dalgalanmalar gdstermis; 1000
ng/mL yiiksek olan degerler daha az bir sag kalima sahiptir (p = 0,02). Arastirmacilar
bu sonuglara dayanarak, diger belirteglerin yaninda serbest DNA’nin kantitif analizinin

kolorektal kanseri i¢in bir marker olabilecegini iddia etmislerdir.
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NET (Notrofil ekstraseliiler tuzaklarin) salinmasi dogustan gelen bagisiklik tipi olarak
yeni bir bagisiklik yanit1 olarak tanimlanmis ve son yillarda yapilan ¢alismalarda ilgi
odagi haline gelmistir. NET ler nétrofilden tiiremis serbest DNA'dan ve proteazlar gibi
notrofil sitoplazmadan tiiretilen proteinlerden olusmaktadir. Logters vd. (2009)
yaptiklar1 caligmada, septik artrit tanisi icin NET den tlireyen serbest DNA’nin bir
belirleyici olup olmadigini arastirmak amaciyla artrosentez gecirmis 42 eklem efiizyonu
olan hastanin sinoviyal sivilarindaki serbest DNA miktarini belirlemisler ve
belirledikleri bu degerleri beyaz kan hiicreleri, C-reaktif protein (CRP) ile sinoviyal
stvidaki beyaz kan hiicreleri, interlokin 1 beta, interlokin 6, TNF alfa ve
miyeloperoksidaz degerleri ile karsilagtirmislardir. Yapilan bu karsilastirma NET ten
tireyen ve sinoviyal sivi icerisinde bulunan serbest DNA’nin septik artrit veya

periprostetik enfeksiyon tanisi igin bir belirteg olarak kullanilabilecegini géstermektedir.

BRAF protoonkogenini onkogene doniistiiren ve VO60OE aminoasitte missense (kayip)
mutasyonu olusturan bir nokta mutasyonu bir¢ok papiller troit kanserli hastada
bulunmaktadir. Yapilan bir ¢aligmada ligaz zincir reaksiyonu yontemiyle benign ve
malign troit kanserli 28 hastadan alinan tiimor dokusu ve serum Ornekleri BRAF
mutasyonu agisindan degerlendirilmistir. Benign adenomlu, folikiiler neoplazma veya
kanserli ve troit lenfomali hastalardan alinan tiimor dokusundan izole edilen DNA
numunelerinde BRAF mutasyonuna rastlanmamistir. 14 papiller troit kanserli hastanin
5’inde mutasyona rastlanirken; 14 hastanin 3’tinde hem tiimér hem de serum dokusunda
mutasyon varligr bulunmustur. Bu hastalarin 2’sinde lenf nodu metastazi, 2’sinde ise
Hashimoto tiroiditi vardi. Bu bulgular serbest DNA’dan BRAF mutasyonlarinin

taranmasinin miimkiin olabilecegini gostermektedir (Chuang vd., 2010).

Ye vd. (2010) OSAHS (obstriiktif uyku apne hipopne sendromlu) bireylerde serum
DNA konsantrasyonlarinin  yiikselip  ylikselmedigini aragtirmiglardir.  Caligma
sonucunda OSAHS hastalarinda serum serbest DNA konsantrasyonu hastaligin
siddetiyle pozitif korelasyon gostermis ve OSAHS siddetinin ve tedavinin etkililiginin

izlenmesi i¢in serbest DNA’nin 6nemli bir parametre olabilecegi dngoriilmiistiir.

Gao vd. (2010) Akut 16semili 60 hastadan ve 30 saglikli bireyden elde edilen plazma
orneklerindeki serbest DNA miktarini belirlemek amaciyla g-PCR ile g-aktin genini
amplifikasyonu gerceklestirmisler ve DNA biitiinliik indeksi q-PCR sonuglarinin orani

olarak hesaplamislardir. Sonuglar hasta bireylerde hem DNA konsantrasyonu hem de
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DNA biitiinliigiiniin normal bireylerle karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek
ciktigini gostermektedir.

Yapilan bir ¢alismada 109 Endometriyal kanseri hastasindan olusan popiilasyonda (87
hasta Tip 1 ve 22 hasta ile Tip 2) serbest DNA, p53 antikoru (p53-Ab) ve KRAS geni
mutasyonlarinin kanser gelisimdeki 6nemi degerlendirilmistir. Elde edilen bulgulara
gore Tip 2 tiimor ve p53 asir1 ekspresyonu arasinda onemli bir baglanti oldugu; kandaki
p53-Ab ve serbest DNA Tip 2 tiimor tedavisinde birer diagnoz, prognoz olarak
kullanilabilecegi goriilmektedir. Ayrica arastirmacilar rezidiiel tiimoriin saptanmasiyla
serbest DNA’nin ameliyat da dahil basarili bir tedavi siirecinin belirlenmesinde

kullanilabilecegini iddia etmiglerdir (Dobrzycka vd., 2010).

Apoptotik ve kanser hiicrelerinden salinan DNA’larin biitiinliigiintin farkli oldugu géz
Oniline almarak renal hiicre karsinomu hastalarinda yapilan bir calisma sonucunda;
aragtirmacilar tarafinadan serum serbest DNA biitiinliigiiniin bu hastalig1 teshisinde

Oonemli bir arag olabilecegi Ongoriilmiistiir (Gang vd., 2010).

Fetal serbest DNA, noninvazif prenatal tani igin kullanilabilecek bir genetik materyal
kaynagidir. Genellikle maternal plazmada toplam serbest DNA'min % 10'undan azim
olusturur, ¢ogunlugu anne kokenlidir. Serbest fetal DNA'nin verimini artirmak ig¢in
kosullar1 optimize etmek, testin etkili bir sekilde uygulanmasi i¢in ¢ok 6nemli olacaktir.
Bu amagla Barrett vd. (2011) yapmis olduklar1 ¢alismada maternal kan 6rneklerinden
elde edilen fetal DNA verimini etkileyen faktorleri arastirmistir. Bunlar arasinda hiicre
stabilize edici ajanlar1 igeren toplama tiiplerinin degerlendirilmesi, depolama sicakligi,
numune isleme aralig1 ve kullanilan DNA ekstraksiyon yontemi yer almaktadir. Calisma
sonucunda K3EDTA tiipiinde saklandiginda toplam serbest DNA miktarinin 6nemli
derecede arttig1, hiicre stabilize tiiplerinde ise ¢ok az miktarda bulundugu goriilmiistiir.
Bu artis tamamen uzun DNA fragmanlarindan kaynaklanmais, fetal ve kisa pargalardan
olusan DNA miktarinda bir degisiklik olmamistir. Zamanla fetal serbest DNA yiizdesi
diismiistiir. Numunelerin 4°C sicaklikta muhafaza edilmesi bu durumu engelleyici bir
etki gostermemistir. Arastirmacilar K3EDTA kullanimiyla kan alimindan sonra 8 saat
icerisinde numunelerin islenebilecegini, daha uzun stireler icin hiicre stabilize tiiplerinin
daha uygun oldugunu ve DNA saflastirma kiti kullanimimin dagnostik testler i¢in

onemli olabilecegini belirtmislerdir.
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Anne kaninda serbest DNA'nin kromozom segici sekansinin klinik uygulamasimi ve Ikiz
hamileliklerde trizomi riskinin degerlendirilmesinde iki fetiisiin diistik fetal fraksiyon
katkisina dayanan bir algoritmay1 incelemek amaciyla Gil vd. (2011) 10-13. haftalarda
tarama yapilan 68 ikiz gebelikten ve 207 tekiz gebelikten elde edilen plazma
orneklerinde serbest DNA testi ile trizomi 13, 18 ve 21 risklerini tahmin etmislerdir.
Trizomi i¢in risk skorlar1 rezerv plazma igin 192 (% 92,8) ve olas1 vaka igin ise 63 (%
92.6) olarak kaydedilmistir. Retrospektif calismada 11 trizomik gebeligin 10",
prospektif calismada ise 3 trizomik gebelik yanlis pozitif orani kullanilmadan dogru
olarak tanimlanmigtir. Sonuglar ikiz gebeliklerde serbest DNA testinin yapilabilirligini,
sonuglarin raporlama oranimin diistik fetal fraksiyona bagl olarak tekizlere gore diisiik

oldugunu gostermektedir.

Swystun vd. (2011) Kemoterapi alan meme kanseri hastalarinda trombozun yaygin bir
komplikasyon oldugunu, ancak meme kanseri kemoterapotik ajanlarinin bu riski
artirdigr mekanizmalarin biiyiik oranda karakterize edilmedigini, hasar gérmiis hiicreler
tarafindan salinan niikleik asitlerin pihtilagsmayr arttirabilecegini belirtmislerdir.
Arastirmacilar bu hipotezin gercekligini test etmek amaciyla meme kanseri kemoterapi
ajanlarinin, serbest DNA'nin salinigi lizerindeki etkilerini ve in vivo, in vitro yontemler
kullanarak trombin olusumu ile olan iliskisini arastirmislardir. Elde edilen sonuclara
gore, kemoterapi alan hastalarda 24 saat sonra alinan numunelerden gerceklestirilen
Ol¢iimlerde ve kemoterapik ajan (doksorubisin, epirubisin ve 5-fluorourasil) uygulanan
sagliklh farelerde serbest DNA seviyesinin arttig1 goriilmiistiir. Kemoterapotik ajanlarla
inkiibe edilen vendz tam kan ve noétrofiller, plazma veya hiicre siipernatantlarinda
serbest DNA'y1 yiikseltmistir. Buna ek olarak, kemoterapi ile vendz tam kanin
inkiibasyonu histon-DNA kompleks seviyelerini azaltmigtir. Epirubisinle muamele
edilen tam kandan salinan serbest DNA, trombin olusumunu doza bagimli bir sekilde
yiikseltmistir. BOylece arastirmacilar kemoterapi ile hasar gérmiis hiicrelerden serbest
DNA'nin salinmasiyla kanser hastalarinda trombozun tetiklendigi yeni bir mekanizma

olusturabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Macher vd. (2012) rt-PCR araciligiyla 65 siddetli hastanin travmatik beyin hasari
sonrast ve bunun akabinde yogun bakim {nitesinde 96 saat boyunca DNA plazma
konsantrasyonlarini aragtirmiglardir. Calismada serbest DNA seviyesi kontrol gruplarina

kiyasla travmatik beyin hasar1 sonrasi alinan hasta Orneklerinde oldukca yiiksek
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cikmistir. Takip eden dort giin sonra, DNA miktarinda 24 saatte % 51'lik ve 48 saatte %
71'lik bir diislis gozlemlenmistir.

Anne kanindan elde edilen serbest DNA kullanilarak fetal trizomi 21 ve trizomi 18
riskinin prenatal degerlendirilmesi i¢in yeni bir biyokimyasal analiz ve algoritma
gelistirmeye ¢alisan Sparks vd. (2012) 250 dizomi, 72 trizomi 21 ve 16 trizomi 18
fetiise gebe kadinlardan numuneler almislardir. Gelistirilen bu “fetal-fraction optimized
risk of trisomy evulation” (FORTE) isimli bu algoritmik yontemle noninvazif fetal

anoploidi saptamasinin yapilabilecegini belirtmislerdir.

Ashoor vd. (2012) yaptiklar1 ¢alismada, maternal serbest DNA'nin kromozom secici
sekansiyla trizomi 21 ve ve trizomi 18'in prenatal tespit oran1 ve yalanci pozitif oranini
degerlendirmeyi amaglamislardir. Bu amagla 300 &ploidi, 50 trizomi 18 ve 50 trizomi
21 fetiisiyle hamile olan kadinlardan numuneler toplanmis ve kromozom secici
sekansiyla trizomi 18 ve trizomi 21 gebeliklerini 6ploidi gebeliklerinden % 98 oraninda

ayrilabildigini rapor etmislerdir.

Fetal trizomi 21 ve trisomi 18'in degerlendirilmesi i¢in anne kanindaki serbest DNA'nin
secici analizine dayanan yeni prenatal bir analiz gelistirmeyi amaglayan Sparks vd.
(2012) 39 trizomi 21 ve 7 trisomi 18 fetal andploidi iceren 290 gebeligi sec¢ilmis
bolgelerin dijital analizi (DANSR™) olarak adlandirilan, yeni ve yiiksek derecede
multipleksli bir analiz kullanilarak analiz etmislerdir. Sonug olarak segilen bolgelerin
dijital analizi, olduk¢a dogru, diisiik maliyetli ve Slgeklenebilir bir noninvazif fetal

andploidi degerlendirmesi saglamistir.

Hedefe yonelik tedavi uygulanmadan 6nce metastatik kolorektal kanserli hastalarda K-
RAS gen mutasyonlarinin degerlendirilmesindeki zorunlulugu dikkate alan Thierry vd.
(2014) rutin yontemlerle timoér dokusundan izole edilen DNA ile ve plazma serbest
DNA’y1 K-RAS ve BRAF mutasyon varligini karsilastirmiglardir. Mutasyon varligi 106
hasta numunesinden bu iki yontem ile belirlenmis; serbest DNA’nin analiziyle BRAF
V600E mutasyonu % 100 6zgiilliikk ve duyarlilik gostermistir. Test edilen yedi KRAS
nokta mutasyonu i¢in, yontem % 98 oOzgiillik ve % 96’lik uyum degerine % 92
hassasiyet gostermistir. Arastirmacilar bu verilere dayanarak serbest DNA analizi ile

stv1 biyopsinin, avantajli bir sekilde tiimor kesit analizinin yerini alabilecegi ve kanser
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hastalar1 i¢in kisisellestirilmis ilacin kapsamini genisletebilecegini gosterebilecegini

rapor etmislerdir.

Akciger kanserli hastalarin serbest DNA'sinda epidermal biliyiime faktorii reseptorii
(EGFR) mutasyon testi klinik bir ara¢ olabilecegi diisiiniilse de, dokulardan izole edilen
DNA ile yapilan EGFR mutasyon karsilagtirildiginda, serbest DNA’da yiiksek oranda
boliinmiis yapisi, timoér DNA'sinin diisiik orani ve mevcut tespit teknolojilerinin
sinirlamalart nedeniyle plazma testinin duyarlili§i heniiz tatmin edici degildir. Bu
nedenle Zhu vd. (2015) plazma EGFR mutasyonu (19. ekzon delesyonlar1 ve L858R)
testi icin oldukca hassas ve spesifik bir damlacik dijital PCR yontemi gelistirmislerdir.
EGFR mutasyonu agisindan 86 akciger kanseri hastasindan alinan plazma serbest DNA,
tiimor dokularinindan izole edilen DNA ile karsilastirilmistir. Sonug¢ olarak EGFR
mutasyon tespiti i¢in oldukca hassas ve spesifik damlacik dijital PCR deneylerinin

klinik kan testlerinde kullanim potansiyelinin olabilecegi rapor edilmistir.

Zill vd. (2015) pankreatik ve biliyer karsinomlu hastalarda biyopsilerin genellikle
molekiiler karakterizasyon i¢in yetersiz oldugundan bu hastalarinda kisisellestirilmis
tedavi seceneklerinden yoksun oldugunu, serbest DNA dizilemesinin bu acig1 giderecek
onkoloji yaklagimi miimkiin kilabilecegini hipoteze dayanarak, 26 hastada tiimor ve
serbest DNA'da 54 geni prospektif olarak analiz etmislerdir. Arastirmacilar serbest
DNA dizilemesinin, tiimor genotipinin dnceden bilinmesi veya dolasimdaki timor
DNA'sinin  ¢okuluguna gerek duyulmadan tiimorden tlireyen mutasyonlarin

belirlenmesinde uygulanabilir, dogru ve duyarli oldugunu gostermislerdir.

Wyatt vd. (2016) enzimutamid ile tedavi edilen metastatik kastrasyona direngli prostat
kanserli 65 hastadan seri olarak toplanan serbest DNA iizerinde entegre genomik
profilleme yapmiglar ve hem primer diren¢ hem de edinilmis direng ile iliskili
aberasyonlar belirlemislerdir. Hemen hemen biitlin metastatik kastrasyona direngli
prostat kanserli hastalarda serbest DNA’nin klinik genomik profillemesi uygulanabilir

olup enzimutamid direncinde 6nemli ipuclar1 verebilir.

Tiimdr genotipleme kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri tedavisine rehberlik etmek
icin giiclii bir belirteg olsa da genis bir tarama gereksiz olabilmektedir. Paweletz vd.
(2016) genotiplemeyi kolaylastirmak amaciyla, plazma serbest DNA'da yapilabilen

mutasyonlar1 ve yeniden diizenlenmeleri saptamak {izere bir masaiistii sekanslayicisi
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kullanan yeni nesil sekanslama gelistirmislerdir. Bu hastalikla iliskilendirilen 11
onkogen ile olugturulan NGS paneli araciligiyla, bu yaklasimin yeniden diizenlenmeler
ve EGFR C797S gibi beklenmedik diren¢ mutasyonlar1 gibi karmasik mutasyonlar da
dahil olmak tizere yanlis pozitif oran olmaksizin kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri

hedeflenebilir genomik degisikliklerin genis bir yelpazesi saptanmustir.

Gliniimiizde serbest DNA kullanilarak gelistirilen test sisteminin, invazif olmamasi ve
bu yiizden de invazif testlerde var olan riskleri tagimamasi, saatler icerisinde sonug
vermesi gibi avantajlari bulunmaktadir. Kashyap vd. (2017) yapmis olduklari
calismada, andploidi etkeni dikkate alindiginda, serbest DNA kullanilarak yapilan
prenatal test sonucglarinin invazif testler ile hemen hemen ayni sonucu verdigini

gostermislerdir.

Bobrek transplantasyonlarinda allogreft biyopsi 6rneklerinin histolojik analizi, doku
reddini diger hasarlardan ayirt etmek i¢in kullanilmaktadir. Bloom vd. (2017) allogreft
reddi ve hasar durumunun degerlendirilmesinde donor kokenli serbest DNA seviyesinin
yapilan testin histolojik analize gdre daha hassas ve niceliksel olabilecegini hipotez
etmislerdir. Bu amagla yapmis olduklar1 ¢alisma da, plazmadan elden edilen serbest
DNA’nin allogreft reddi ve hasarinin degerlendirilmesinde kullanilabilecegini; %1’den
az serbest DNA seviyesinin aktif reddin olmadigina ve %]1’den fazla serbest DNA

seviyesinin ise muhtemelen aktif doku reddine isaret ettigini belirtmislerdir.

Akciger kanseri dokular1 heterojen olup, cesitli somatik mutasyon ve somatik kopya
sayist degisiklikleri igerdigi bilinmektedir. Yapilan bir ¢alismada, hedeflenen yeni nesil
sekans paneli (next generation sequencing (NGS) panel) araciligiyla metastatik akciger
kanserli kadinlarin serbest DNA’larinda somatik mutasyonlar ve gen amlifikasyonu
taranmistir. Elde edilen sonuglar, hedeflenen NGS araciligiyla yapilan serbest DNA
taramalarinin dinamik tiimor heterojenitesinin analizi hedefe yonelik terapinin tasnifi
icin hem mutasyonlar hem de gen amplifikasyonu yoluyla hedefe yonelik tedavilere

yanitinin izlenmesinin miimkiin olabilecegine isaret etmektedir (Page vd., 2017).

Onkolojide antianjiyogenik ilaglar, metastatik kolorektal kanserli hastalarda siklikla
kullanilmasimma ragmen, bu hastalarin ¢ogunda diren¢ olugmakta ve literatiir
incelendiginde direnci olusturan etmenler tam olarak bilinmemektedir. Toledo vd.

(2017) yaptiklar1 ¢alismayla, basit bir sekilde metastatik kanser hastalarindan alinan
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kanla, NGA aracilifiyla serbest DNA’da tiim ekzom dizi analizinin (whole exome
sequencing, WES) somatik mutasyonlarinin izlenmesi i¢in gii¢lii bir invazif olmayan
gen platformu olabilecegini gostermislerdir ve daha dnce arastirilmamis olan VEGRF 2
mutantlarinin onkogenik ve kanser terapi tedavisini hafifleten rolii yine bu caligmada

karakterize edilmistir.

Yayimlanan bir derlemede, daha Once yapilmis olan ve akciger kanserli hastalarin
serbest DNA’larin1 konu alan 17 calismanin sonuglari analiz edilmis ve serbest DNA
miktarinin akciger kanserinin 6nceden tahmini i¢in onemli bir veri olabilecegi ileri

stiriilmistiir (Cargnin vd., 2017).

Hampson vd. (2017) calismalarindan elde ettikleri bulgulara dayanarak noétrofil
fonksiyonu, immatiir graniilosit sayimi1 ve plazma serbest DNA seviyesinin yanik
sonrast olusan sepsisin erken diagnozu i¢in potansiyel biyomarkerler olabilecegini iddia

etmislerdir.

Fiberoptik bronkoskopi ve transbronsiyal akciger biyopsisi, insan akciger
transplantasyonundan sonra, akut doku reddinin belirlenmesinde kullanilan temel
yontemlerdir. Ancak bu yontemler i¢in prosediirler pahali olmakla birlikte ve invazif
girisimlere gerek duyulmaktadir. Zou vd. (2017) bu yontemlere gerek duyulmadan,
dijital PCR kullanilarak 6l¢iilen serbest DNA nin miktarinin akut akciger allograft doku

reddi i¢in 6nemli bir biyomarker olabilecegini bildirmislerdir.

Hidroksimetilsitozin (Hydroxymethylcytosine, 5hmC), kanser patogenezisi ve gen
regililasyonu ile iligkilendirilen bir epigenetik modifikasyondur. Yapilan bir ¢alismada,
degisik kanser tiplerine sahip bireylerde ShmC’nin kanser tiplerinin diagnozunda
kullanilabilecegini, hatta baz1 kanser tiplerinde tiimor asamalarinin takibinde 6nemli bir

parametre olabilecegi beyan edilmistir (Song vd., 2017).

PARP (Poly ADP-robose polymerase), ¢ok sayida endojen veya g¢evresel genotoksik
ajana kars1 proteinlerin translasyon sonrasi yanitindan sorumlu olan bir enzimdir. ATM,
DNA-PK ve p53 gibi molekiillerle benzer bir davranis sergileyerek, DNA’da olusan
hasara karsi tepki olarak aktiflesmekte; DNA tamiri ve genomik stabilitede, ayrica
programli hiicre 6liimii yani apoptozis ve otofaji regiilasyonlarinda 6nemli gorevler

iistlenmektedir (Herceg ve Wang, 2001). Eseysel BRCA1l ya da BRCA2 mutasyona
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sahip bireylerde platin bazli kemoterapi ya da PARP inhibisyonuna direng, BRCA1 ya
da BRCA2 fonksiyonlarini restore eden somatik reversiyon mutasyonlart veya
intronlarda olusan delesyonlar1 olusturabilir. Yapilan g¢alismada, daha once platin
ve/veya PARP inhibitorii ile tedavi goren ovaryum veya meme kanserli hastalarinda
BRCAL1 veya BRCA2 reversiyon mutasyonlarina sahip olup olmadiklari aragtirilmis ve
bu reversiyon mutasyonlar ovaryum kanseri hastalarda %21, meme kanseri hastalarinda
ise %40 oraninda tamimlanmigtir. Daha 6nce herhangi bir tedavi almayan ve PARP
inhibitorii almaya baslayan bireylerde, PARP inhibit6rii almadan hemen 6nce serbest
DNA’larinda BRCA 2 reversiyon mutasyonlar1 gozlenmis, ancak PARP inhibitorii
tedavisinden sonra bu mutasyonun sikligi artmistir. Elde edilen sonuglar, ovaryum ve
meme kanserli hastalarda beklenilen BRCA1 veya BRCA2 mutasyonlarinin serbest

DNA sekans analizi ile taranabilinecegini gostermektedir (Weigelt vd., 2017).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Cahisma etigi

01.01.2017 - 31.12.2017 tarihleri arasinda Erzincan Universitesi Rektorliigii, Etik
Kurulu Baskanligi (Sayi: 44495147 |/ 52 - 7690) tarafindan onaylanan “Mesane
Neoplazili Hastalarda Kanda Serbest DNA (Free DNA) Calisilmasi ve Histopatolojik
Kolerasyonun Degerlendirilmesi” isimli ¢alisma kapsaminda Erzincan Menglicek Gazi
Egitim ve Arastirma Hastanesinin Uroloji klinigine bagvuran ve mesane kanseri teshisi
konulan hastalardan Ogretim Uyesi Dr. Aliseydi BOZKURT tarafindan kan numuneleri
almarak c¢alisma gergeklestirilmistir.  Kan numuneleri aliman Dbiitiin  hastalarin
bilgilendirilmesi ve rizasi 6nemlidir. Bu nedenle kan numunesi alinmadan 6nce islemin
neden yapilacagi, hastaya herhangi bir zararinin dokunmayacagi, mahremiyetin mutlaka

saglanacagina dair bilgiler hastaya anlatilmistir.

3.1.2. Orneklerin elde edilmesi

Calismada 55 bireyden alinan numuneler analiz edilmistir. Bu bireylerin 30’u kontrol
grubunda olup yas ortalamalar1 67,03’tiir. Mesane kanseri olan bireylerin sayisi ise 25
olup yas ortalamalar1 68,73 tiir. Hastalardan 21’1 erkek, 4’ ise bayan olup en diisiik yas
37, en yiiksek yas ise 84 olarak kaydedilmistir. Yine bu grupta hastalik diizeyi 13
hastada yiiksek dereceli iken, 12 hastada diisiik derecelidir. Hastalik 16 hastada invaziv,
9 hastada ise non-invaziv olarak seyretmistir. Kontrol grubundan tek seferlik kan alim1
yapilmistir. Hasta grubunda ise ameliyattan 6nce (Pre-op), ameliyattan hemen sonra
(Post-op 1) ve ameliyattan bir ay sonra (Post-op 2) olmak iizere li¢ defa kan alimi

yapilmistir.

Alman periferal kan numuneleri zaman kaybetmeden (20 ml civar1) ETDA’I1 jelsiz
tiipte 2500 xg’de 10 dakika santrifiij isleminden gegcirilmistir. Stipernatant alinarak steril
bir tiipe aktarilmis ve 16.000 xg’de 10 dakika daha santrifiijlenmistir. Elde edilen yeni

slipernatant yeni bir steril bir tlipe aktarilmis ve -80 C°’de muhafaza edilmistir.
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3.2. Yontem
3.2.1. DNA izolasyonu

Calismamizda serbest DNA’nin izolasyonu i¢in Norgen firmasindan alinan
Plasma/Serum Cell-Free Circulating DNA Puripication Mikro Kit (Cat. 55500)
kullanilmistir. Kitin standart prosediirii dikkate alinarak asagidaki islem basamaklarina

gore gergeklestirilmistir.

1. 200 pL plazma 6rnegi 2 mL’lik ependorf tiipiine aktarilmis ve {izerine 10 pL
proteinaz K eklenerek 10 saniye boyunca vortekslenmistir. Tiip akabinde 60
%C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.

2. Inkiibasyondan sonra 600 pL Binding Buffer B tiipe eklenmis ve tiip 10 saniye
boyunca vortekslenmistir.

3. Elde edilen karisimdan 400 pL’lik siv1 kit igeriginde verilen ve koleksiyon tiipii
takilan mikro spin kolona aktarilmistir. Spin kolon 3,300 xg’de (~6,000 RPM)
santrifiij edilmistir. Koleksiyon tiipiinde biriken sivi atildiktan sonra ayni
koleksiyon tiipii yeniden spin kolona takilmistir.

4. Bu islem basamaginda 2. islem basamaginda kalan karisim i¢in 3. islem
basamagindaki prosediir yeniden uygulanmustir.

5. Spin kolona 500 pL. WN soliisyonu eklenmis ve kolon 3,300 x g’de (~6,000
RPM) 1dakika santrifiij edilmistir. Koleksiyon tiipiinde biriken sivi atildiktan
sonra ayni koleksiyon tiipii yeniden spin kolona takilmistir.

6. Spin kolona 500 uL. Wash Solution A (yikama soliisyonu) eklenmis ve kolon
3,300 x g’de (~6,000 RPM) ldakika santrifiij edilmistir. Koleksiyon tiipiinde
biriken sivi atildiktan sonra ayni koleksiyon tiipii yeniden spin kolona
takilmistir.

7. 6. 1islem basamag1 yeniden uygulanmustir.

8. Bos kolona 13,000 x g’de (~14,000 RPM) 2 dakika santrifiij edilmis ve bu
islemden sonra koleksiyon tiipii atilmigtir.

9. Spin kolona 1.7 mL’lik temiz bir eliisyon tiipii takilmis ve lizerine 50 uL Elution
Buffer B eklenerek oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra
strastyla 400 x g’de (~2,000 RPM) 1 dakika ve 5,800 x g’de (~8,000 RPM) 2

dakika santrifiij edilmistir.
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10. Daha fazla DNA eldesi icin eliisyon tilipiindeki sivi yeniden spin kolona
aktarilarak 9. islem basamagindaki prosediir yeniden uygulanmstir.
11. Elde edilen DNA o6rnekleri miktar tayini ve akabinde rt-PCR uygulamalari igin -

20 C»de muhafaza altina alinmustir.

3.2.2. DNA miktarinin hesaplanmasi

Orneklerdeki florometrik serbest DNA miktar tayinini gerceklestirmek amaciyla tek
zincirli DNA Olglimleri i¢in Qubit™ ssDNA Assay Kit (Thermo Fisher, Katalog no:
Q10212), cift zincirli DNA Ol¢limleri igin Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Thermo
Fisher, Katalog no: Q32851) kullanilmistir. Florometrik Ol¢imler igin
Qubit 4 florometre (Thermo Fisher, Katalog no: Q33226), spektrofotometrik olgimler
icin ise Multiskan GO (Thermo Fisher, Katalog no: N10588) cihazina entegre edilen
uDrop™ Plate (Thermo Fisher, Katalog no: N12391) ile ger¢eklestirilmistir.

3.2.3. SNP analizi

UV (Ultraviyole) fotometrisi orneklerdeki niikleik asitlerin miktarmi olgmek igin
siklikla kullanilan bir yontemdir. Hem DNA hem de RNA, UV isigim1 kuvvetli bir
sekilde absorbe etmektedir; boylelikle herhangi bir numunedeki kantifikasyonu kolay
bir sekilde saglar. Florometrik metot Lambert-Beer denklemini temel almaktadir ve
niikletidlerdeki azotlu bazlarin 260 nm’de absorsuyonu araciligiyla gerceklesmektedir.
Numunelerdeki kirlilik niikleik asit ve proteinlerin ¢ok diisiik absorbsiyon gosterdigi bir
dalga boyu daha kullanilarak belirlenebilir. Bunun i¢in 320 nm ideal bir dalga boyudur.
Son yillarda serbest DNA’nin saflastirilmasinda manyetik boncuklar kullanilmaktadir;
boyle bir saflasgtirmada 320 nm dalga boyunu kullanmak o6zellikle oOnerilmektedir.
Calismamizda pDrop™ Plate ile yapilan DNA miktar tayininde hem 260 hem de 320
nm dalga boylari kullanilarak ideal sonuglara ulasilmaya c¢alisilmistir. Ayrica hem

florometrik hem de fotometrik analizlerdeki degerler ng/uL cinsinden hesaplanmuistir.

TagMan SNP genotipleme araciligiyla {izerinde ¢alisilan gen isimleri ve polimorfizmin

beklendigi lokasyonun referans numaralari su sekildedir:
1. CCAT2, rs6983267

2. HRAS, rs12628
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3. MIR146A, rs2910164
4, RET, rs1799939

Calismada kullanilan ve “Applied Biosystems™ TagMan® SNP Genotyping Assays”
ticari isimle satilan test sistemleri saflastirilmis genomik DNA Orneklerinde
amplifikasyon ve spesifik polimorfizmlerin taranmasi i¢in TagMan® 5 nucleaz
kimyasalin1 kullanir. Her test bir SNP’nin genotiplenmesine olanak tanimaktadir. Bu
test ilgilenilen polimorfik sekansin amplifikasyonu i¢in tasarlanmis diziye 6zel ileri ve
geri primerler ile floresan olmayan sondiiriiciilii (nonfluorescent quenchers (NFQ)) allel
1 sekansini tarayan VIC™ igaretli ve allel 2 sekansini tarayan FAM™ igaretli iki tane
TagMan® ikincil oluk baglayici prob (minor groove binder (MGB) probes)
icermektedir. Detayli bilgi Thermofisher firmasinin web sitesinde yayimlanan
TagMan® SNP Genotyping Assays (Pub. No. MAN0009593, Rev. B.0) isimli kullanic

rehberinde verilmistir.

Tablo 3.1. Allel-boya etkilesim 6rnegi.

Sekans Dizisi SNP VIC™ jle FAM™ jle
533 Alleleri Tliskilendirilen fliskilendirilen
Allel Allel
...CCCACCCTTC[G/AJACACTATTAC... [G/A] G A

...ATTAACCCAT[T/CJAGTGATGGGG... [T/C]

...AAGCAACTAT[G/A]TTCATAACTT... [G/A]

-4 o -

C
A
C

...AACCGTGTGA[T/C]GGCAGTGATT... [T/C]

TagMan® SNP Genotyping Assays, Pub. No. MAN0009593, Rev. B.0
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Her test sistemi i¢in hazirlanan reaksiyon karigiminin igerigi ve miktar1 Tablo 3.2.’de

verilmisgtir.

Tablo 3.2. Reaksiyon bilesen ve miktarlari.

Bilesen Miktar (ul)
Master Mix 2x 10
Genotyping Assay 20x 1
dH,0 7
Ornek 2

Test sistemleri i¢cin uygulanan termal kosullarin sicaklik, zaman ve dongii sayilarina ait

bilgiler Tablo 3.3.’de verilmistir.

Tablo 3.3. Uygulanan termal kosullarin sicaklik, zaman ve devir bilgileri.

Adim Sicaklik Siire Devir
On okuma 60 °C 30 saniye Hold
[k denatiirasyon / Enzim aktivasyonu 95°C 5 dakika Hold
Denatiirasyon 95 °C 15 saniye 40
Primerlerin baglanmasi / Uzama 60 °C 90 saniye 40
Son okuma 60 °C 30 saniye Hold
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Fliioresan sinyaller ve ornek sekans arasindaki korelasyona ait bilgiler Tablo 3.4.’de

verilmigtir.

Tablo 3.4. Fliioresan sinyaller ve 6rnek sekans arasindaki korelasyon.

Fliioresan Sinyalleri Ornek Genotip
VIC™ sinyali 1. allel icin homozigot
FAM™ 2. allel igin homozigot
VIC™ yve FAM™ sinyalleri 1. allel ve 2. allel igin heterozigot

TagMan® SNP Genotyping Assays, Pub. No. MAN0009593, Rev. B.0

3.2.4. Elde edilen verilerin degerlendirilmesi

Kategorik degiskenler n (%), siirekli degiskenler ile ilgili tanimlayici istatistikler ise
ortalama + standart sapma, medyan (minimum - maksimum) deger seklinde
Ozetlenmigtir. Kategorik degiskenlerin analizinde uygun ki-kare testi kullanilmis ve
hastalik riski icin OR (odds ratio) hesaplanmistir. Siirekli degiskenlerde normal dagilim
varsayimi Shapiro-Wilks normallik testi ile kontrol edilmistir. DNA miktarlari normal
dagilmadig i¢in, analizde Kruskal-Wallis ANOVA kullanilmis ve ¢oklu karsilastirma
olarak Dunn’s test uygulanmistir. Coklu karsilastirmalarda diizeltilmis p degerleri
sunulmustur. Degerlendirmelerde p<0,05 oldugu durumlar istatistiksel olarak anlaml
kabul edilmistir. Verilerin analizinde IBM SPSS ver. 19 paket programi (IBM Corp.
Released 2010. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 19.0. Armonk, NY: IBM
Corp.) kullanilmigtir.
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4. SONUC ve TARTISMA

4.1. Sonug¢

Caligmanin ilk kisminda serbest DNA miktarlar1 kontrol grubu ve hasta grubunun farkli
zaman noktalarinda analiz edilmis ve miktarlarla ilgili tanimlayict istatistikler
sunulmustur. Tabloda ssDNA (single strand DNA, tek zincirli DNA), dsDNA (double
strand DNA, ¢ift zincirli DNA) ve bu iki DNA’nin toplami olan tDNA (total DNA,
toplam DNA) Qubit 4 ile yapilan florometrik 6l¢iimleri gostermektedir. Serbest DNA
diizeyleri biitiin gruplar arasinda yapilan karsilastirmada ssDNA, dsDNA ve tDNA’da
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar goriilmektedir. uDrop Plate ile yapilan toplam
serbest DNA Ol¢iimii karsilastirmalarinda diger parametrelerde oldugu gibi normal
dagilim varsayimi saglanmadigindan Kruskal-Wallis test kullanildi; ancak Kruskal-
Wallis test sonucunda istatistiksel olarak anlamli farklili§a rastlanmadigi icin ikili

karsilastirmalar yapilamamustir (Tablo 4.1., Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4.).

Tablo 4.1. Kontrol, ameliyat Oncesi ve sonrasinda alinan numunelerdeki DNA
miktarlarina ait tanimlayici istatistikler.

sunulmustur.

Kontrol Pre-op Post-op 1 Post-op 2 P
0,137+0,064 0,224+0,125  0,236+0,147  0,144+0,081
ssDNA 0,130 0,188 0,196 0,130 0,002
(0,030-0,250)  (0,080-0,680) (0,100-0,680) (0,050-0,320)
0,092+0,094 0,072+0,035  0,057+0,020  0,046+0,017
dsDNA 0,053 0,051 0,050 0,050 0,002
(0,050-0,470) (0,050-0,160)  (0,050-0,120) (0,010-0,060)
0,229+0,110 0,296+0,128  0,293+0,165  0,190+0,085
tDNA 0,215 0,266 0,246 0,170 0,010
(0,080-0,620)  (0,130-0,730) (0,150-0,800)  (0,100-0,370)
uDrop Plate ile 49,51+11,23 60,24+27 .43 50,94+9,96 50,59+16,49
yapilan toplam
serbest DNA 48,75 53,50 50,94 50,13 0,343
olciimii (30,25-73,50) (37,50-146,30) (36,50-70,50) (35,50-109,50)
Tammlayic1 istatistikler Ortalama+Standart Sapma, Medyan, (Minimum-Maksimum) seklinde



ssDNA miktarlari, kontrol, pre-op, post-op 1 ve post-op 2 gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar gostermektedir (p=0,002). Ikili grup karsilastirmalari
incelendiginde kontrol grubu ile pre-op arasinda DNA miktar1 agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik goriilmiistiir (p=0,014). Benzer sekilde kontrol grubu ile post-op
1 grubu arasinda da istatistiksel olarak anlamli farklilik varken (p=0,019), kontrol grubu
ile post-op 2 grubu arasinda (p=1,000), preop grubu ile post-op 1 grubu arasinda
(p=1,000), preop grubu ile post-op 2 grubu arasinda (p=0,140) ve post-op 1 grubu ile
post-op 2 grubu arasinda (p=0,161) istatistiksel olarak anlamli farkliliga rastlanmamistir
(Sekil 4.1.).
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ssDNA
———
—
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T
T I il

00—

T T T
kontral pre-op post-op post-op (1 ay)
Gruplar

Sekil 4.1. Gruplara ait ssDNA miktarinin grafiksel gosterimi

dsDNA miktarlar1 kontrol, pre-op, post-op 1 ve post-op 2 gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar gostermektedir (p=0,002). Ikili grup Kkarsilastirmalar:
incelendiginde kontrol grubu ile pre-op arasinda DNA miktar1 acisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik goériilmemistir (p=1,000). Kontrol grubu ile post-op 1 grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliga rastlanmistir (p=0,019). Benzer sekilde
kontrol grubu ile post-op 2 grubu arasinda da istatistiksel olarak anlamli farklilik
gorilmiistir (p=0,019). Preop grubu ile post-op 1 grubu arasinda (p=0,168), preop
grubu ile post-op 2 grubu arasinda (p=0,107) ve post-op 1 grubu ile post-op 2 grubu
arasinda (p=1,000) istatistiksel olarak anlamli farkliliga rastlanmamuistir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Gruplara ait dsSDNA miktariin grafiksel gosterimi

tDNA miktarlar1 kontrol, pre-op, post-op 1 ve post-op 2 gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar gdstermektedir (p=0,010). Ikili grup karsilastirmalari
incelendiginde kontrol grubu ile pre-op arasinda DNA miktar1 agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik gériillmemistir (p=0,120). Benzer sekilde kontrol grubu ile post-
op | grubu arasinda da istatistiksel olarak anlamli farkliliga rastlanmamistir (p=0,568).
Kontrol grubu ile post-op 2 grubu arasinda da istatistiksel olarak anlamli farklilik
goriilmemistir (p=1,000). Preop grubu ile post-op 1 grubu arasinda (p=1,000) ve post-0p
1 grubu ile post-op 2 grubu arasinda (p=0,105) istatistiksel olarak anlamli farkliliga
rastlanmazken, preop grubu ile post-op 2 grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkliliga rastlanmistir (p=0,024) (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.4. Gruplara ait toplam fotometrik serbest DNA miktarinin grafiksel gosterimi
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Sekil 4.3. Gruplara ait tDNA miktarinin (ssDNA+dsDNA) grafiksel gosterimi
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CCAT2 genine ait allel frekanslar saglikli bireyler ile mesane kanserli bireyler arasinda
karsilastirilmis ve oranlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir
(p=0,205). Mesane kanserli grupta T allelinin oran1 %67,4 iken, kontrol grubunda bu
oran %55,2 olarak kaydedilmistir. CCAT2 geninde T alleline sahip olmak hastalik i¢in
risk faktorii degildir (OR: 1,68; %95 G.A.: 0,75-3,75). Benzer sekilde G alleline sahip
olmak da risk faktorii degildir (OR: 0,59; %95 G.A.: 0,26-1,33) (Tablo 4.2.).

CCAT?2 genine ait genotip oranlar1 saglikli bireyler ile mesane kanserli bireyler arasinda
karsilastirilmis ve oranlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p=0,154). Mesane kanserli grupta TT genotipinin oran1 %43,5 ve GT genotipinin orani
%47,8 iken, kontrol grubunda TT genotipinin oran1 %31,0, GT genotipinin oran1 %48,3
olarak kaydedilmistir. CCAT2 geninde GG genotipi referans alindiginda TT genotipine
sahip olmak hastalik i¢in risk faktorii degildir (OR: 3,30; %95 G.A.: 0,50-20,90).
Benzer sekilde GT genotipine sahip olmak da hastalik i¢in risk faktorii degildir (OR:
2,40; %95 G.A.: 0,40-14,00). TT genotipi referans alindiginda GG genotipine sahip
olmak hastalik i¢in risk faktorii degildir (OR: 0,30; %95 G.A.: 0,05-1,88). Benzer
sekilde GT genotipine sahip olmak da hastalik i¢in risk faktorii degildir (OR: 0,71; %95
G.A.: 0,21-2,34) (Tablo 4.2.).

CCAT2 genindeki TT ve GT genotip birlesimi mesane kanserli grup ile kontrol grubu
arasinda karsilastirilmis ve oranlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (p=0,234). Mesane kanserli grupta TT+GT genotip oran1 %91,3, GG
genotip orant %8,7 iken, kontrol grubunda TT+GT genotip oran1 %79,3, GG genotip
orani %20,7 olarak kaydedilmistir. CCAT2 geninde GG genotipi referans alindiginda
TT veya GT genotipine sahip olmak hastalik i¢in risk faktorii degildir (OR: 2,74; %95
G.A.: 0,50-15,09) (Tablo 4.2.).

CCAT2 genindeki GG ve GT genotip birlesimi mesane kanserli grup ile kontrol grubu
arasinda karsilastirilmis ve oranlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p=0,355). Mesane kanserli grupta GG+GT genotip oran1 %56,5 ve TT
genotip orani %43,5 iken, kontrol grubunda GG+GT genotip orani %69,0 ve TT genotip
oran1 %31,0 olarak kaydedilmistir. CCAT2 geninde TT genotipi referans alindiginda
GG veya GT genotipine sahip olmak hastalik i¢in risk faktori degildir (OR: 0,59; %95
G.A.: 0,19-1,83) (Tablo 4.2.).
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Tablo 4.2. CCAT2 (rs6983267) geninde kaydedilen tek nokta polimorfizmi.

Grup

CCAT2 Geni Kontrol Mesane P Degeri
Allel T n 32 31
% 55,2 67,4
0,205
G n 26 15
% 44,8 32,6
Genotip TT n 9 10
% 31,0 43,5
0,154
GT n 14 11
% 48,3 47,8
GG n 6 2
% 20,7 8,7
Genotip TT+GT n 23 21
% 79,3 91,3 0,234
GG n 6 2
% 20,7 8,7
Genotip GG+GT n 20 13
% 69,0 56,5
0,355
TT n 9 10
% 31,0 43,5

HRAS genine ait allel frekanslari mesane kanserli grup ile kontrol grubu arasinda
karsilastirilmis ve oranlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,029). Mesane kanserli grupta T alleli oran1 %76,1 iken, kontrol grubunda bu oran
%55,4 olarak kaydedilmistir. HRAS geninde T alleline sahip olmak hastalik riskini 2,6
kat arttirmaktadir (OR: 2,60; %95 G.A.: 1,10-6,10). C alleline sahip olmak 2,6 kat
koruyucu bir etki yaratmaktadir (OR: 0,39; %95 G.A.: 0,16-0,91) (Tablo 4.3.).

HRAS genine ait genotip oranlart mesane kanserli grup ile kontrol grubu arasinda
karsilastirilmis ve oranlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p=0,022). Mesane kanserli grupta TT genotipinin oran1 %65,2 ve TC genotipinin orant
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%21,7 iken, kontrol grubunda TT genotipinin orant %21,4 ve TC genotipinin orani
%67,9 olarak kaydedilmistir. HRAS geninde CC genotipi referans alindiginda TT
genotipine sahip olmak hastalik igin risk faktorii degildir (OR: 2,50; %95G.A.: 0,40-
16,00). Benzer sekilde TC genotipine sahip olmak da hastalik i¢in risk faktorii degildir
(OR: 0,27; %95 G.A.: 0,04-1,70). TT genotipi referans alindiginda CC genotipine sahip
olmak hastalik igin risk faktorii degildir (OR: 0,40; %95 G.A.: 0,06-2,60). TC
genotipine sahip olmak 9,10 kat koruyucu bir etki yaratmaktadir (OR: 0,11; %95 G.A.:
0,03-0,41) (Tablo 4.3.).

HRAS genindeki TT ve TC genotip birlesimi mesane kanserli grup ile kontrol grubu
arasinda karsilastirnlmis ve oranlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (p=0,797). Mesane kanserli grupta TT+TC genotip oran1 %87,0 ve CC
genotip orani %13,0 iken, kontrol grubunda TT+TC genotip orani1 %89,3 ve CC genotip
orani %10,7 olarak kaydedilmistir. HRAS geninde CC genotipi referans alindiginda TT
veya TC genotipine sahip olmak hastalik i¢in risk faktori degildir (OR: 0,80; %95
G.A.: 0,15-4,40) (Tablo 4.3.).

HRAS genindeki TC ve CC genotip birlesimi mesane kanserli grup ile kontrol grubu
arasinda karsilastirilmis ve oranlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,002). Mesane kanserli grupta TC+CC genotip orani %34,8 ve TT
genotip orani %65,2 iken, kontrol grubunda TC+CC genotip oran1 %78,6 ve TT genotip
orant %21,4 olarak kaydedilmistir. HRAS geninde TT genotipi referans alindiginda TC
veya CC genotipine sahip olmak hastalik i¢in 6,66 kat koruyucu etki saglamaktadir
(OR: 0,15 ; %95 G.A.: 0,04-0,51) (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. HRAS (rs12628) geninde kaydedilen tek nokta polimorfizmi.

Grup

HRAS Geni Kontrol Mesane P Degeri
Allel T n 31 35
% 55,4 76,1
0,029
C n 25 11
% 446 23,9
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Tablo 4.3.iin devama.

Genotip TT n 6 15
% 21,4 65,2
TC n 19 5 0.022
% 67,9 21,7
cC n 3 3
% 10,7 13,0
Genotip TT+TC n 25 20
% 89,3 87,0
0,797
cC n 3 3
% 10,7 13,0
Genotip TC+CC n 22 8
% 78,6 34,8
0,002
TT n 6 15
% 21,4 65,2

MIR146A genine ait allel frekanslar1 mesane kanserli grup ile kontrol grubu arasinda
karsilastirilmis ve oranlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir
(p=0,759). Mesane kanserli grupta G alelinin oran1 %83,3 iken, kontrol grubunda bu
oran %81,0 olarak kaydedilmistir. MIR146A geninde G alleline sahip olmak hastalik
icin risk faktort degildir (OR: 1,17; %95 G.A.: 0,43-3,19). Benzer sekilde C alleline
sahip olmak da risk faktorii degildir (OR: 0,85; %95 G.A.: 0,31-2,33) (Tablo 4.4.).

MIR146A genine ait genotip oranlart mesane kanserli grup ile kontrol grubu arasinda
karsilastirilmis ve oranlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p=0,480). Mesane kanserli grupta GG genotipinin oran1 %75,0 ve GC genotipinin orani
%16,7 iken, kontrol grubunda GG genotipi %62,1 ve GC genotipi %37,9 olarak
kaydedilmistir. Genotiplerdeki frekans sayilarinin ¢ok diisiik olmasi sebebiyle genotip
bazinda OR sunulamamistir (Tablo 4.4.).
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MIR146A genindeki GC ve GG genotip birlesimi mesane kanserli grup ile kontrol grubu
arasinda karsilastirllmis ve oranlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (p=0,113). Mesane kanserli grupta GC+GG genotip orani1 %91,7 ve CC
genotip oran1 %8,3 iken, kontrol grubunda GC+GG genotip oran1 %100,0, CC genotip
orani %0,0 olarak kaydedilmistir. Genotiplerdeki frekans sayilarinin ¢ok diisiik olmasi
sebebiyle genotip bazinda OR sunulamamistir (Tablo 4.4.).

MIR146A genindeki CC ve GC genotip birlesimi mesane kanserli grup ile kontrol grubu
arasinda karsilastirilmis ve oranlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p=0,315). Mesane kanserli grupta CC+GC genotip oran1 %25,0 ve GG
genotip oran1 %75,0 iken, kontrol grubunda CC+GC genotip oran1 %37,9 ve GG
genotip orant %62,1 olarak kaydedilmistir. MIR146A geninde GG genotipi referans
alindiginda CC veya GC genotipine sahip olmak hastalik i¢in risk faktorii degildir (OR:
0,55; %95 G.A.: 0,17-1,79) (Tablo 4.4.).

Tablo 4.4. MIR146A (rs2910164) geninde kaydedilen tek nokta polimorfizmi.

Grup ..
MIR146A Geni Kontrol Mesane P Degeri
Allel G n 47 40
% 81,0 83,3
0,759
C n 11 8
% 19,0 16,7
Genotip GG n 18 18
% 62,1 75,0
e " - 4 0,480
% 37,9 16,7
CC n 0 2
% 0,0 8,3
Genotip GC+GG n 29 22
% 100,0 91,7
0,113
CC n 0 2
% 0,0 8,3

48



Tablo 4.4.iin devama.

Genotip CC+GC n 11 6
% 37,9 25,0
0,315
GG n 18 18
% 62,1 75,0

RET genine ait allel frekanslar1 mesane kanserli grup ile kontrol grubu arasinda
karsilastirilmis ve oranlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,024). Mesane kanserli grupta G allelinin oran1 %80,4 iken, kontrol grubunda bu
oran %60,0 olarak kaydedilmistir. RET geninde G alleline sahip olmak hastalik riskini
2,7 kat arttirmaktadir (OR: 2,70; %95 G.A.: 1,12-6,69). A alleline sahip olmak 2,7 kat
koruyucu etki yaratmaktadir (OR: 0,36; %95 G.A.: 0,15-0,89) (Tablo 4.5.).

RET genine ait genotip oranlart mesane kanserli grup ile kontrol grubu arasinda
karsilastirilmis ve oranlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p=0,115). Mesane kanserli grupta GG genotipinin orani %65,2 ve GA genotipinin
oran1 %30,4 iken, kontrol grubunda GG genotipinin oran1 %46,7 ve GA genotipinin
orant %26,7 olarak kaydedilmistir. RET geninde AA genotipi referans alindiginda GG
genotipine sahip olmak hastalik i¢in risk faktorii degildir (OR: 8,60; %95 G.A.: 0,95-
77,60). Benzer sekilde GA genotipine sahip olmak da hastalik i¢in risk faktorii degildir
(OR: 7,00; %95 G.A.: 0,70-70,70). GG genotipi referans alindiginda AA genotipine
sahip olmak hastalik i¢in risk faktorii degildir (OR: 0,12; %95 G.A.: 0,01-1,1). Benzer
sekilde GA genotipine sahip olmak da hastalik i¢in risk faktorii degildir (OR: 0,82; %95
G.A.: 0,23-2,85) (Tablo 4.5.).

RET genindeki GG ve GA genotip birlesimi mesane kanserli grup ile kontrol grubu
arasinda karsilastirilmis ve oranlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p=0,061). Mesane kanserli grupta GG+GA genotip oran1 %95,7 ve AA
genotip orani %4,3 iken, kontrol grubunda GG+GA genotip oran1 %73,3 ve AA genotip
orani %26,7 olarak kaydedilmistir. RET geninde AA genotipi referans alindiginda GG
veya GA genotipine sahip olmak hastalik i¢in risk faktori degildir (OR: 8,00; %95
G.A.: 0,92-69,45) (Tablo 4.5.).
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RET genindeki GA ve AA genotip birlesimi mesane kanserli grup ve kontrol grubu
arasinda karsilastirllmis ve oranlar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (p=0,179). Mesane kanseri olan grupta GA+AA genotip oran1 %34,8 ve
GG genotip oran1 %65,2 iken, kontrol grubunda GA+AA genotip oram1 %53,3 ve GG
genotip orani %46,7 olarak kaydedilmistir. RET geninde GG genotipi referans
alindiginda GA veya AA genotipine sahip olmak hastalik igin risk faktorii degildir (OR:
0,47; %95 G.A.: 0,15-1,43) (Tablo 4.5.).

Tablo 4.5. RET (rs1799939) geninde kaydedilen tek nokta polimorfizmi.

RET Geni Grup P Degeri
Kontrol Mesane
Allel G n 36 37
% 60,0 80,4
0,024
A n 24 9
% 40,0 19,6
Genotip GG n 14 15
% 46,7 65,2
GA n 8 7 0,115
% 26,7 30,4
AA n 8 1
% 26,7 4,3
Genotip GG+GA n 22 22
% 73,3 95,7
0,061
AA n 8 1
% 26,7 4,3
Genotip GA+AA n 16 8
% 53,3 34,8
0,179
GG n 14 15
% 46,7 65,2
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4.2. Tartisma

Literatiir incelendiginde serbest DNA ¢alismalarinin oncelikle kantitatif olarak tanisal
bir degerinin olup olmadigi arastirilmis ve bu c¢alismalar giiniimiizde de devam
etmektedir. Hughes vd. (1971) kalp ameliyati geciren hastalarda serbest DNA’nin
varligimi gostermesinin akabinde, Stainman vd. (1975) sistemik lupus eritematozus
nefriti hastalarindaki serbest DNA miktarlarini belirlenmis ve bunlar1 saglikli bireylerin
degerlerleriyle karsilastirmiglardir. Leon vd. (1977a; 1977b) ise yapmis olduklar1 iki
ayrt calismada Lupus Eritromatasus ve Romatoid artrit hastalarindaki serbest DNA
miktarlarini belirlenmis ve bunlar1 saglikli bireylerin degerlerleriyle karsilastirmislardir.
Elde edilen verilerde hasta gruplardaki serbest DNA miktarinin yiiksek olmasi
nedeniyle; serbest DNA miktarinin bir¢ok hastalikta bir tani araci olarak kullanilip
kullanilmayacagi arastirllmaya baglanmistir. Normal ve tiimorli  hiicrelerin
gerceklestirdikleri nekroz veya apoptozis sonucu kan dokusuna salinan serbest DNA,
malign timorlii hastalarda benzer sonuglar vermistir (Shapiro vd., 1983; Stroun vd.,
1987, 1989). Sonraki yillarda akciger kanseri (Sozzi vd. 2001; Cargnin vd. 2017), kalp
krizi (Chang vd. 2003; Antonatos vd. 2006), benign prostat hiperplazisi (BPH) (Jung
vd. 2004), organ yetmezligi ve hastane mortalitesi (Saukkonen vd. 2007), meme kanseri
(Zhong vd. 2007; Catarino vd. 2008), kolorektal kanseri (Boni vd. 2007,
Schwarzenbach vd. 2008), Benign ve malign ovaryum tiimorii (Zachariah vd. 2008),
uyku apne hipopne sendromu (Ye vd. 2010), pankreatik ve biliyer karsinomu (Zill vd.
2015) ve yanik sonrasi olusan sepsis (Hampson vd. 2017) gibi degisik bircok durum
veya hastalikta serbest DNA kantifikasyonunun saglikli bireylere gore istatistiksel
acidan Onemli bir artig gosterip gostermedigi arastirilmistir. Literatlir incelendiginde
genel olarak saglikli bireylerle karsilagtirildiginda serbest DNA diizeyinin hastaliklarda
artis gosterdigi goriilmektedir. Ancak serbest DNA’nin istatistiksel olarak 6nemli
diizeyde artis gostermedigi ¢alismalarda mevcuttur (Boddy vd., 2006; Deligezer vd.,
2008). Bazi1 c¢alismalarda saglikli bireylerle karsilastirildiginda mesane kanserli
hastalarin idrarinda serbest DNA miktarinin 6nemli diizeyde yiiksek oldugu
gorilmiistiir (Goessl vd., 2002; Chang vd., 2007; Brisuda vd., 2016). Ancak yine de
“GeneQuant Pro”, “Quant-iTTM DNA high sensitivity assay kit”, rt-PCR ve NanoDrop
1000 gibi metot veya gelistirilmis spesifik kitler kullanilmasina ragmen anlamli

diizeyde artigin goriilmedigi calismalarda mevcuttur (Zancan vd., 2009).
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Literatiirde idrardan izole edilerek analiz edilen serbest DNA ¢alismalar1 bulunmakla
birlikte, bu DNA’nin serum veya plazmadan izole edilerek ele alindigi ¢alisma sayisi
olduk¢a azdir (Ellinger vd., 2008). Bu calismada serbest DNA’nin izolasyonu
bakimindan seruma gore dezavantajli olan plazma ¢alisilmis ve kantifikasyon hem
fotometrik hem de florometrik olarak yapilmistir. Florometrik analizde ssSDNA, dsDNA
ve ikisinin toplamindan olusan toplam DNA igin yapilan biitin gruplar arasi
karsilastirma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. ssDNA, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, mesane kanseri teshisi konulan bireylerde anlamli diizeyde yiiksek
bulunmus; pre-op ile karsilastirildiginda ameliyattan hemen sonra serbest DNA diizeyi
onemsenmeyecek diizeyde artmis, post-op 2 grubunda ise diismiistiir. Post-op 2
grubundaki DNA diizeyinin kontrol grubuyla istatistiksel agidan farklilik géstermemesi
ve yakin bir degerde olmasi ssDNA’nin hastalik iyilesme siireciyle paralel seyrettigini
gostermektedir. Calismada olusturulan gruplandirma sistemine benzer bir sistem
Macher vd. (2012) tarafindan olusturulmus; travmatik beyin hasarli bireylerde 96 saatin

belirli periyotlarinda serbest DNA’nin nasil izledigi arastirilmistir.

Benzer sonuglart dsDNA i¢in sdylemek pek miimkiin degildir. Her ne kadar gruplar
arasi karsilastirmada anlamli sonug bulunsa da, kontrol grubu ve pre-op ile pre-op, post-
op 1 ve post-op 2 gruplart arasindaki ikili karsilastirmada farklilik istatistiksel a¢idan
anlamsizdir. Yine kontrol grubu ile post-op 1 ve post-op 2 arasindaki farklilik anlamli
olsa da, biitin mesane gruplar1 kontrol grubuna gore diisiik seviyelerde seyretmistir.
Ancak yine de mesane gruplarinda serbest DNA diizeyinin sirasiyla pre-op, post-op 1 ve

post-op 2 boyunca diismesi, hastaligin iyilesme siireciyle paralelligi 6nemli goriilebilir.

Toplam serbest DNA agisindan bakildiginda ise, tek anlamli sonug pre-op grubu ile
post-op 2 grubu arasinda goriilmiistiir. Ancak yine de her ne kadar istatistiksel agidan
bir anlam ifade etmese de kontrol grubuna goére pre-op grubunda serbest DNA
diizeyinin artmasi ve dahi hemen hemen ayni seviyede seyreden pre-op ve post-op 1
gruplarina nazaran post-op 2 grubunda serbest DNA seviyesinin diisiisii hastaligin
iyilesme stireci dikkate alindiginda dnemlidir. Toplam serbest DNA degerlerindeki bu
dengesizligi, her ne kadar kontrollii deney kosullar1 titizlikle saglansa da, kontrol

grubunda 6l¢iilen dsSDNA’ya baglamak miimkiindiir.

Calismada ayrica fotometrik kantitatif tayini yapilmis; elde edilen toplam serbest DNA

degerlerinin florometrik olglimlere gore ¢ok yiiksek degerlerde oldugu goriilmiistiir.
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Kontrol ile karsilastirildiginda pre-op grubunda serbest DNA seviyesinin yiiksek oldugu
goriilmiistiir. DNA seviyesi ameliyat sonrasi gruplarinda yani post-op 1 ve post-op 2
gruplarinda kontrol seviyesine kadar diismiistiir. Bu yiikselis ve diisiis hipotetik olarak
beklenen bir sonug olsa da, gruplar arasi karsilastirmada istatistiksel agidan bir anlam

ifade etmemekte ve ikili karsilastirma imkan1 saglayamamaktadir.

Sonuglar dogrultusunda florometrik degerlere nazaran fotometrik sonuglarin ¢ok yiiksek
seyretmesi dikkat ¢ekicidir. Fotometrik Ol¢iimlerdeki bu yiikselis 260/230, 260/280
oranlar1 da goz oniine alindiginda numunelerdeki protein, RNA ve diger kirleticilerin
Olciim degerlerini 6nemli diizeyde etkiledigini, fotometrik ve florometrik Ol¢iimler
arasindaki makasin numune kalitesinin bir belirteci oldugunu gdstermektedir.
Calismanin gerceklestigi esnada, bu sonuglara benzer bir ¢alisma Ponti vd. (2018)
tarafindan yapilmistir. Giiniimiiz teknolojisinde 6zellikle serbest DNA izolasyonlarinda
manyetik boncugun kullanildig1 bilinmektedir. Calismada kullandigimiz izolasyon Kkiti
ticari olarak ucuz, manyetik boncuk yerine 6zel bir filtre sistemiyle izolasyonu
gerceklestirmektedir. Caligmada kullanilan kitin izolasyonda basarilt oldugu da farkli

bir sonuctur.

CCAT2 geninin transkripsiyonu sonucu kolon kanserinde ve intrahepatik intrahepatik
kolanjiokarsinom ve hiicreli bobrek karsinomu gibi bazi kanser tiirlerinde upregiile olan
uzun bir kodlanmayan RNA olusmaktadir. Bu transkript araciligiyla hiicre bdliinmesi
tesvik edilirken apoptosis baskilanmakta; microRNA 145 biyogenezi iizerinde negatif
bir diizenleyici olarak rol oynamaktadir. Mesane kanserinde CCAT2 gen ekspresyonu
calisilmis; bu genin mesane kanserinde bir onkogen olabilece8i ve terapdtik amacla
kullanilabilecegi ileri siiriilmistir (Li vd., 2016). Farkli bir yaklasimla; in vitro
kosullarda CCAT2 gen ekspresyonun engellenmesiyle gliom hiicre gelisimi, hiicre go¢ii
ve invazyonunun baskinlandigi ve gliom hiicrelerinin erken apoptozisinin uyarildig
goriilmiistir (Zeng vd., 2017). rs6983267 numarali tek niikleotit polimorfizmi 8q24
pozisyonundaki CCAT2 geninde bulunan ve TT genotipi referans alindiginda GG
genotipinin Ozellikle prostat kanseri olmak {izere kolon, bobrek, tiroit ve larinks
kanserlerinde bir risk faktorii olabilecegi rapor edilmis ve calismamizdaki sonuglara
benzer sekilde bu SNP’in mesane kanseri hastalar1 i¢in istatistiksel anlamda bir risk
tasimadigi rapor edilmistir (Park vd., 2008; Wokotorczyk vd., 2008). Ancak mesane

kanserinde bu SNP’ye ait yeterli calisma mevcut degildir.
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RAS gen ailesinin en bilinen {ig tiyesi 11p15.5 lokasyonunda 3 kb uzunlugundaki HRAS,
1p13 lokasyonunda 35 kb uzunlugundaki KRAS ve 12p12.1 lokasyonunda 7 kb
uzunlugundaki NRAS’tir. Memelilerde birbiriyle yakin iliskili olan HRAS, KRAS ve
NRAS olarak isimlendirilen en az 1¢ RAS proteini ekspresyonunu
gerceklestirilmektedir ve bu genlerin iirlinlerindeki 12, 13 veya 61. kodonda herhangi
bir mutasyon olmasi durumunda hiicre onkogenezise siiriiklenmektedir. Bu ii¢ izoform
icerisinde KRAS mutasyonunun herhangi bir kanser tiiriinde siklikla goriildiigii ve ayrica
her izoformun farkli kanser tiirtine spesifik oldugu da bilinmektedir. Kiigilk GTP
baglayici proteinler veya GTPaz proteinleri olarak bilinen bu proteinler hiicre yagami ve
boliinmesinde rol oynayan hiicresel sinyal transdiiksiyonunda gorev almaktadir. Bu ii¢
RAS proteini genel olarak, ilk 85 aminoasitte %100, 85-165 aminoasitte %90 ve
karboksil-terminal bolgedeki 25 aminoasitte ise %15 oraninda homoloji gostermektedir.
HRAS timorlerinin %50’si 12. kodondan, %40°’1 ise 61. kodon mutasyonlarindan
kaynaklanmaktadir. KRAS tiimoérlerinin %80°1 12. kodondaki mutasyondan kaynakli
olugmaktayken, 61. kodondan kaynakli mutasyonlar ¢ok nadirdir. NRAS tiimdrlerinin
%60’a yakii 61. kodondan, %35°1 ise 12. kodondan kaynaklanmaktadir. HRAS
genindeki birinci ekzona karsilik gelen 12 ve 13. kodon ile ikinci ekzona karsilik gelen
61. kodon mutasyonlar kanser olusumuna neden oldugu bildirilmistir (Bos, 1989;
Macaluso vd., 2002; Prior vd., 2012).

rs12628 SNP’si HRAS geninde 27. kodon, 81 T—C pozisyonunda bulunmaktadir.
Calismamizda elde edilen sonuglara gore HRAS geninde T alleline sahip olmak hastalik
riskini 2,6 kat arttirmaktadir. Mesane kanserli hastalar ile kontrol grubundaki bireyler
arasindaki genotip oranindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmusgtur. HRAS
geninde CC genotipi referans alindiginda TT genotipi, her ne kadar mesane kanserli
hastalarda %65,2 oraninda olsa da, istatistiksel olarak bir risk olusturmamaktadir.
Ayrica TT genotipi referans alindiginda TC genotipine sahip olmak 9,10 kat koruyucu
etki olusturmaktadir. HRAS geninde TT genotipi referans alindiginda TC veya CC
genotipine sahip olmak hastalik i¢in 6,66 kat koruyucu etki saglamaktadir. Elde edilen
bu verilere gore mesane kanseri i¢in HRAS geninde rs12628 kodlu SNP’de T allelinin
ve TT genotipinin risk faktorii oldugu sdylenebilir (Traczyk vd., 2012). Pandith vd.
(2013) ise Kesmir popiilasyonlarinda yapmis olduklari ¢alismalarda saglikli bireylerle
karsilagtirildiginda mesane kanserli bireylerde CC varyantinin daha sik bulundugunu

rapor etmislerdir. Yine benzer sonuglar Johne vd. (2003) tarafindan da rapor edilmistir.
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Ancak bu ¢alismada mesane kanserli hastalarda RAS proteininin yapisint degistiren 12,
13 ve 61. kodonlarinda mutasyona rastlanilmamistir. Bu nedenle 27. kodonda
polimorfizmin goriilmesi bu kodonun mesane kanseri olusumu igin bir belirteg
olabilecegi konusunda arastirmacilarda stiphe uyandirmistir. Sanyal vd. (2004) yapmis
olduklar1 ¢alismada ise her ne kadar istatistiksel agidan farklilik 6nemli olmasa da
kontrol grubunda C allelinin bulunma ytizdesi 30 olarak kaydedilirken, mesane kanserli
bireylerde bu oranin %25’e diistiigli goriilmiistiir. Ayrica yine T alleli %70’ten %75’e,
TT genotipinin %45°ten %51°e yiikseldigi, aksine TC genotipi %50°den %49’a, CC
genotipi ise %5’den %1 e diismiistiir. CC genotipindeki p degeri 0,006 olup, 0,004 baraj
degerini referans alan ‘Bonferroni dogrulamasi’ uygulandiginda istatistik anlamsiz

olmustur. Bu veriler elde ettigimiz sonuglara benzerlik gostermektedir.

Calismamizda kontrol grubunda TT+TC genotip orani %89,3 ve CC genotip orani
%10,7, mesane kanserli grupta TT+TC genotip oram1 %87 ve CC genotip orant %13
olarak kaydedilmis ve bu farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir.
Bu verilere dayanarak T alleli ve TT genotipinin yabanil tip oldugu goéz Oniine
alindiginda, mesane kanseri hastalar ve saglikli bireylerden olusan popiilasyonun genel
olarak (~ %90) en az 1 T alleli tasidigi goriilmektedir. Her ne kadar mesane kanserli
hastalarda CC genotipi oranin yiizdesel olarak arttig1 goriilse de genel popiilasyonda her
iki alleldeki 81 T—C pozisyonundaki polimorfizmin mesane kanseri igin bir belirteg

olamayacagi sonucu ¢ikarilabilir.

MikroRNA’lar kodlanmayan kiigiik RNA’lar olup, mRNA’min 3’ translasyona
ugramayan bolgesiyle (untranslated region, UTR) esleserek, hedef enzim veya proteinin
translasyonunu engeller. Hiicrede yiizlerce gen kopyasinin oldugu bilinen mRNA’larin
hiicre poliferasyonu, hiicre gelisimi, hematopoezisde diizenleyici rolii oldugu,
MIRNA’larin hatali bir sekilde regiilasyona ugramasmin bir¢ok hastaligin baslangici
olabilecegi tahmin edilmektedir (Ambros, 2004; Lin and Hannon, 2004). Son yillarda
kullanilan molekiiler tekniklerle miRNA’nin akciger, beyin, karaciger, kolon ve meme
kanseri ve hatta 16semi ile iligkili oldugunu, bazit miRNA’larin onkogen veya timor
supresOr davranigi sergiledigi rapor edilmistir (Zhang vd., 2007). Yapilan ¢alismalarda
MIR146A ve MIR146B genlerinin ¢esitli mikrobiyal birlesenler ve pro-inflamatuar
sitokinlere yanit olusturmada bir indiiksiyon modeli oldugu goriilmiistiir. Bu agidan

bakildiginda MIR146A NF-kappa B’ye (NF-xB, Nuclear Factor kappa B) bagl bir
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gendir. MIR146A ve miR-146b genlerinin lokasyonu sirasiyla 5q33 ve 10q24’tiir
(Taganov vd., 2006). rs2910164 numarali G>C polimorfizmi MIR146A geninde
olusmaktadir. Boylelikle MIR146A oOnciiliiniin kok bolgesinde G:U cifti, C:U seklindeki
uyumsuz baz ¢iftine doniisecektir (Guo vd., 2010).

Yapilan bir calismada mesane kanseri hastalarinda C allelinin 6nemli diizeyde diistigi
goriilmiistiir. Ayrica GC/CC kombinasyonunun GG genotipine gore yine Onemli
derecede diistiigli rapor edilmistir. Arastirmacilar mesane kanseri hastalarinda C
allelinin hiicre proliferasyonunu ve IRAK1 ve TRAF6 proteinlerinin ekspresyonunu
onemli diizeyde diislirdiigli, yine bu hastalarda G alleli ile karsilastirildiginda C allelinin
tasinmas1 durumunda MIR146A ekspresyon diizeyinin Onemli diizeyde arttirdigi
sonucuna varmiglardir (Wang vd., 2012). Farkli bir ¢alismada kuzey Hindistan’da
rs2910164°deki polimorfizmin mesane kanserlerinde belirgin diizeyde degismedigi
bildirilmistir (Srivastava vd., 2010). Kuzey Hindistan’da mesane kanserli hastalarda
yapilan bagka bir calismada ise C alleli kontrol grubunda %24,4 oraninda iken, mesane
kanserli bireylerde bu allelin goriilme orant %21,5 olarak belirlenmistir. CC genotipi
hem saglikli hem de hasta popiilasyonda %2,8 oraninda olup, GG genotipi ise kontrol
grubunda %54, hasta grubunda ise %59,9 olarak kaydedilmistir. GC+CC kombinasyonu
ise kontrol grubunda %46 iken, hasta grubunda %40, 1°dir. Ancak yine de elde edilen bu
sonuglar istatistiksel agidan anlamsizdir (Mittal vd., 2011).

Elde ettigimiz verilere géore MIR146A genine ait allel frekanslar1 mesane kanserli grup
ile kontrol grubu arasinda karsilagtirilldiginda farklilik istatistiksel olarak anlamli
degildir. Kontrol grubunda C allelinin goriillme sikligi % 19 iken, mesane kanseri
hastalarinda bu oran % 16,7 olarak kaydedilmistir. Ayrica kontrol grubunda GC+CC
genotip oran1 %37,9 ve GG genotip oran1 %62,1 iken, mesane kanserli grupta GC+CC
genotip orant %25 ve GG genotip oran1t %75 olarak kaydedilmistir. Elde edilen bu
veriler istatistiksel olarak anlamli olmasa da, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
mesane kanserli hastalarda C allelinin ve GC+CC genotipinin distiigiini

gostermektedir. Literatlirdeki veriler bu bulgular1 desteklemektedir.

RET proteini transmembran trozin Kinaz reseptorii bir protein olup endokrin, enterik
sinir ve bosaltim sisteminde Onemli roller {istlenmektedir (Pandey vd., 1995). Bu
protein 10911.2 lokusundaki RET protoonkogeni tarafindan kodlanmaktadir. Bu gende

gerceklesen germ hatti mutasyonlart Hirschsprung hastaligi ve multipl endokrin
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neoplazi tip 2 gibi birbiriyle iliskili olmayan iki noral krest hastaligina neden oldugu,
somatik hatta gende gerceklesen mutasyonlarla da papiller tiroid karsinomu ile
iligkilendirildigi bilinmektedir (Manié vd., 2001). Literatiir incelendiginde bu
hastaliklarla iligkilendirilen ve RET protoonkogeninde bulunan bazi polimorfizmler
mevcuttur. 11. ekzonda bulunan rs1799939 (G691S) numuarali SNP bunlardan birisidir.
Bu polimorfizmde G—A degisimi gergeklesebilmektedir. Gendeki sifre dizisinin tek
niikleotit degisimi ile 5’-GGT-3" — 5°-AGT-3" seklindeki doniisiimii, mRNA kodon
diziliminin 3°’°CCA-5" — 3’-UCA-5’ degisimine ugramasina neden olmaktadir. Sirasiyla
DNA ve mRNA dizilerindeki degisime paralel olarak tRNA antikodonunda da degisim
gozlenecektir; 5°-GGU-3’ (Glisin (G) aminoasitini tasityan tRNA’nin antikodonu)
yerine 5’-AGU-3" (Serin (S) aminoasitini tagtyan tRNA’nin antikodonu) antikodonu
olusacaktir. Polipeptit dizisine Glisin aminoasitinin yerine Serin aminoasitinin

gelmesiyle mutant bir RET proteini olusacaktir.

Yapilan calismalarda G691S polimorfizminin kalitsal ve sporadik mediiller tiroid
karsinom (Elisei vd. 2004; Baumgartner-Parzer vd. 2005), multipl endokrin neoplazi tip
2A (MEN 2A) (Robledo vd. 2003), pankreas kanseri (Sawai vd. 2005), cilt malign
melanoma (Wohllk vd. 2005) gibi farkli hastalik tiplerinde varligi rapor edilmistir. Yine
yapilan basgka bir ¢alismada ise Cin - Shanxi popiilasyonunda Hirschsprung hastalarinda
RET protoonkogeninde A45A polimorfizminin varligi goriilirken, bu hastalarda
G691S polimorfizminin istatistiksel agidan herhangi bir anlam tasimadigi sonucuna

varilmigtir (Zhao vd., 2012).

G691S polimorfizminin bu hastaliklarin disinda arastirildig1 ¢ok az ¢alisma mevcuttur.
Bu nadir ¢alismalardan birisi Fransiz kdkenli bireylerden olusan bir popiilasyona sahip
olan Kanada’nin Quebec sehrinde vezikoiireteral reflii hastalarinda G691S polimorfizmi
ile hastalik arasinda anlamli bir korelasyonun varlig1 gézlenmistir ve bu mutasyonun
hastaligin olusumuna neden olabilecegi sonucuna varilmistir (Yang vd., 2008). Bu
calismanin hemen akabinde, baska arastirmacilar tarafindan irlanda popiilasyonunda
ayni polimorfizmin vezikoiireteral reflii hastalarinda herhangi bir anlamli degisim
gostermedigi bildirilmistir (Darlow vd., 2009). Literatiirde bu polimorfizmin mesane

kanseri hastalarindaki seyri hakkinda herhangi bir calismaya rastlanmamastir.

Calismamizda elde edilen sonuglar oldukga g¢arpicidir. Yabanil tip allelin (G), kontrol

grubunda % 60 oraninda bulundugu, kanserli grupta ise bu oranin % 80,4’e ¢iktig1
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goriilmektedir. Yine mutant allel (A) kontrol grubunda % 40 oraninda iken, kanserli
grupta % 19,6’ya diismiistiir. GG+GA genotiplerinin kombinasyonu kontrol grubunda
% 73,3 iken, kanserli grupta % 95,7’ye cikmistir. Buna karsilik AA genotipi kontrol
grubunda % 26,7 oraninda iken, kanserli grupta bu oran % 4,3’e diismiistiir. Allel
diizeyindeki degisim istatistiksel agidan anlamli olsa da, genotip diizeyindeki degisim
anlamsizdir. Calismadan 6nce kurulan hipotezde, mesane kanserli bireylerden olusan
popiilasyondaki A alleli ve AA genotipi oranlarinin kontrol grubuyla ayni diizeyde
olmas1 veya oranin yliksek ¢ikmasi beklenmekteydi. Ancak beklenmeyen bu sonuglarin
olusmasinda en biiyiik etkenin kontrol grubunda AA genotipinin % 26,7 gibi yiiksek bir
oranda ¢ikmasi olarak goriilebilir. Bu nedenle herhangi bir hastalik ile polimorfizm
arasinda iligkinin tam bir sekilde kurulabilmesi ve dahi objektif verilerin eldesi i¢in
kontrol ve hasta gruplarindaki birey sayisinin daha biiyiik dl¢eklerde olmasi biiyiik

Onem arz etmektedir.

Kontrol grubunda genotipi belirlenemeyen birey sayisi CCAT2 geni i¢in 1, HRAS geni
icin 2 ve MIR146A geni igin 1’dir. Hasta grubunda primer amplifikasyonunun
gerceklesmedigi birey sayist CCAT2 geni i¢in 2, HRAS geni i¢in 2, MIR146A geni i¢in
ve RET geni i¢in 2°dir.

Ozet olarak bu ¢alismada elde edilen sonuglar, serbest DNA dl¢iimlerinin hassasiyeti
dikkate alindiginda florometrik Olglimlerin daha avantajli oldugunu gostermektedir.
Ayrica serbest DNA’nin hizla muameleye tabi tutuldugunda SNP c¢aligmasina bile
olanak tantyacak yeterlilikte oldugu ve bunun serbest DNA’nin kalitesinin gosterilmesi

acisindan 6nemli bir veri olabilecegi sonucu da ¢ikarilmstir.
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