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 1 

1. GİRİŞ 

 

Prostat kanseri dünya üzerinde en sık saptanan onkolojik 

hastalıklardandır. Kanser geliĢimi sırasında birçok moleküler değiĢiklikler 

olmaktadır. Bu moleküler değiĢikliklerin anlaĢılabilmesi, gen ve gen 

ürünleri olan proteinlerin incelenmesi ile mümkün olmaktadır. Moleküler 

genetik araĢtırmaların yanı sıra proteomikler yüksek risk altındaki kiĢilerin 

tanımlanabilmesi için gerekli olan kanser biyobelirleyicilerinin keĢfi ve 

değerlendirilebilmesi için yeni paradigmalar sağlamaktadır. 

Bugüne kadar laboratuvarlarda tanıya yönelik olarak yapılmıĢ 

olan plazma protein miktar tayinleri kanser erken tanısından çok uzak 

olup, halen tanı amacıyla kullanılan belirleyiciler de gerek özgüllüğü ve 

gerekse duyarlılıkları yönünden çok sayıda yalancı pozitiflik nedeniyle 

gereksiz biyopsi yapılmasına neden olmaktadır. Ayrıca duyarlılıkların 

düĢük olması nedeniyle de kanser erken tanısı amacıyla 

kullanılamamaktadır.  

Prostat kanseri taramalarında kullanılan tekli biyobelirleyici 

Prostat Spesifik Antijen (PSA) testinin özgüllüğünün düĢük olması çoklu 

biyobelirleyiciler üzerindeki çalıĢmalara çok gereksinim oluĢturmuĢtur. 

Çoklu protein biyobelirleyicilerin saptanmasında son yıllarda üzerinde en 

çok çalıĢılan sistemler kütle spektrometre yöntemleridir. Protein ayırt 

edilmesindeki etkinliğin arttırılması amacıyla geliĢtirilen “Surface enhanced 

laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry - (SELDI-TOF, 

MS)” (yüzey etkisi arttırılmıĢ lazer desorpsiyon/iyonizasyon uçuĢ zamanı 

kütle spektrometre) teknolojisi biyoçip üzerinde kimyasal olarak modifiye 

edilmiĢ yüzeye, selektif olarak adsorbe edilen ilgili proteinlerin affinite-

esaslı analiz edilmesidir. 

 Proteomiklerin günümüzde birçok kanser türünde hastalığın 

erken evrede tanımlanması, prognoz takibi ve tedavi planlanmasındaki 

giderek artan rolü dikkat çekicidir. 
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Bu bilgiler doğrultusunda çalıĢmamızın amacı, prostat 

kanseri, benign prostat hiperplazisi ve sağlıklı kontrol grupta SELDI-TOF, 

MS ile proteomik analizini gerçekleĢtirmek ve Türk toplumu için prostat 

kanseri çoklu biyobelirleyici araĢtırması yapmak ve çalıĢma gruplarındaki 

prostat kanserinde en çok üzerinde durulan Androjen Reseptör (AR), geni 

CAG tekrarları, Prostat Spesifik Antijen (PSA) promoter bölge ve RNASEL 

gen polimorfizmlerinin incelenmesidir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

Prostat bezi erkekte idrar torbası boynuyla üretra 

baĢlangıcını çevrelemektedir. YaklaĢık olarak 3×2,5×4 cm. boyutlarında 

olup, ikisi yanda, biri ortada olmak üzere üç parçalıdır. Prostat kanseri, 

prostat bezinin en sık görülen hastalıklarından ve erkeklerin en sık görülen 

kanserlerinden biridir1. 

 

2.1. Prostat Kanseri 

Prostat kanseri erkeklerin onkolojik hastalıkları arasında 

diğer solid tümorlerden daha yüksek bir sıklık taĢımaktadır. Günümüzde 

dünyada ikinci kanser mortalite nedenidir2. Ġnsidans sürekli artmasına 

karĢın 1980‟lerde Prostat Spesifik Antijenin (PSA) klinik uygulamaya 

girmesiyle birlikte mortatile oranları hemen hemen aynı kalmıĢtır. PSA 

çağı ile birlikte %70 üzerinde prostat kanseri tanısı yükselen PSA değeri 

ile konulabilmektedir. Eskiye göre kanser tanısı 10 yıl daha erken 

konulabilmektedir. Ayrıca daha düĢük malignansi evresinde 

tanımlanabilmektedir. Ancak prostat kanser evrelendirilmesine (Gleason 

skor) iliĢkin değerlendirmeler agresif kanserlerle ilgili yüksek prevalansı 

ortaya koymaktadır3,4. Türkiye'de yapılan prostat kanseri araĢtırmasında 

vakanın görülme sıklığının erkeklerde 2. sıraya yükseldiğini ortaya 

koymuĢtur5. 

 

Prostat kanseri yüksek sıklıkta görülen multifaktöriyel bir 

hastalık olmasına karĢın kesin kanıtlanmıĢ bir nedeni ortaya 

konulamamıĢtır. Hastalığın geliĢiminde önemli olduğu düĢünülen çeĢitli 

risk faktörleri üzerinde durulmaktadır. Prostat kanseri geliĢiminde çevresel 

faktörler etkili olmakla birlikte esas olarak genetik faktörlerin predominant 

rol oynadığı düĢünülmektedir6.  
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2.1.1 Histopatoloji 

 

Histopatolojik olarak benign prostat hiperplazisi (BPH), 

prostatın periüretral alanında epitelyal ve stromal hücrelerin artıĢı ile 

karakterizedir7,8. Prostat kanseri ise genellikle (%70) prostatın periferal 

zonundan geliĢir. Olguların yaklaĢık %5-15‟i santral zondan, geri kalanı ise 

transizyonel zondan köken alır. Prostat kanseri I-IV arasında evrelendirilir 

(ġekil1). 

 

 

 

Prostat adenokarsinomunun histopatolojik incelemelerinde 

(ġekil 2) en yaygın kullanılan derecelendirme sistemi Gleason 

skorlamasıdır9. Gleason sistemi, artan oranlarda agressifliği belirleyen 5 

ayrı düzeyde patolojik örneklerin incelenmesini yapan bir sistemdir. 

Gleason skoru 4'ün altında olan örnekler iyi diferansiye, 5-7 olanlar orta 

düzeyde diferansiye, 8 ve üzeri olanlar kötü diferansiyasyon gösteren 

hastalar olarak bildirilmiĢtir9. 

 

Evre I 

Evre II Evre III Evre IV 

Şekil 1. Prostat kanseri evrelendirilmesi. 
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Şekil 2. Prostat kanseri histopatolojisi. 

 

Evre I‟de PSA seviyesi 10‟dan daha düĢük olup, Gleason 

skoru 6 veya daha düĢüktür. Evre II A aĢamasında PSA seviyesi 20‟den 

daha düĢük ve Gleason skoru 7 veya daha düĢük; B aĢamasında PSA 

düzeyi 20 veya daha yüksek ve Gleason skoru 2 ile 10 arasında 

değiĢebileceği gibi 8 veya daha yüksek de olabilir. Evre III‟de PSA 

herhangi bir düzeyde olabilir ve Gleason skoru 2 ila 10 arasındadır. Evre 

IV‟de PSA herhangi bir düzeyde olabilir ve Gleason skoru 2 ila 10 

arasındadır9. 

 

2.1.2. Prostat Kanseri Risk Faktörleri 

 

• YaĢ  

• Aile öyküsü 

• Etnik köken  

• Beslenme 

• Çevresel faktörler  

• Hormonlar 

• Genetik 

 

 

 

Normal epitel Prostatik  
intraepitelyal  
neoplazi (PIN) 

Adenokarsinom  
(latent) 

Adenokarsinom  
(klinik) 

 

Metastaz 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=tr&langpair=en%7Ctr&rurl=translate.google.com.tr&u=http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx%3Fid%3D45696%26version%3DPatient%26language%3DEnglish&usg=ALkJrhhJqJ59wNOBQ1noknru_kOTvBHd9g
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=tr&langpair=en%7Ctr&rurl=translate.google.com.tr&u=http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx%3Fid%3D45696%26version%3DPatient%26language%3DEnglish&usg=ALkJrhhJqJ59wNOBQ1noknru_kOTvBHd9g
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=tr&langpair=en%7Ctr&rurl=translate.google.com.tr&u=http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx%3Fid%3D44867%26version%3DPatient%26language%3DEnglish&usg=ALkJrhhvh3XNJB3wNYbq4dV0Kv64XBIv8g
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=tr&langpair=en%7Ctr&rurl=translate.google.com.tr&u=http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx%3Fid%3D45696%26version%3DPatient%26language%3DEnglish&usg=ALkJrhhJqJ59wNOBQ1noknru_kOTvBHd9g
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=tr&langpair=en%7Ctr&rurl=translate.google.com.tr&u=http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx%3Fid%3D45132%26version%3DPatient%26language%3DEnglish&usg=ALkJrhh6whyFZ4bl_7z30WXGRY2jOYA10w
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=tr&langpair=en%7Ctr&rurl=translate.google.com.tr&u=http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx%3Fid%3D45132%26version%3DPatient%26language%3DEnglish&usg=ALkJrhh6whyFZ4bl_7z30WXGRY2jOYA10w
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=tr&langpair=en%7Ctr&rurl=translate.google.com.tr&u=http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx%3Fid%3D44867%26version%3DPatient%26language%3DEnglish&usg=ALkJrhhvh3XNJB3wNYbq4dV0Kv64XBIv8g
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=tr&langpair=en%7Ctr&rurl=translate.google.com.tr&u=http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx%3Fid%3D45696%26version%3DPatient%26language%3DEnglish&usg=ALkJrhhJqJ59wNOBQ1noknru_kOTvBHd9g
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2.1.2.1. YaĢ  

 

Prostat kanserinin görülme sıklığı yaĢla birlikte belirgin olarak 

artmaktadır. 50 yaĢ üstü erkeklerde hem görülme sıklığı hem de 

kanserden ölüm oranı yaĢa bağlı olarak artar. 39 yaĢ altında görülme 

oranı 1/10.000 iken, 40-59 yaĢlar arasında 1/139 ve 60-79 yaĢları 

arasında ise bu oran 1/8'dir10. Prostat kanseri tanısı almıĢ erkeklerin % 80‟i 

65 yaĢ ve üzerindedir11.  

 

2.1.2.2. Aile Öyküsü 

 

Birçok çalıĢma prostat kanseri hastalarının yakını olan 

erkeklerde prostat kanseri insidansının normal populasyona göre arttığını 

göstermiĢtir. Tüm prostat kanserlerinin %9'unda ve 55 yaĢın altındaki 

olguların %45'inde yüksek otozomal dominant geçiĢ olasılığı gösterilmiĢtir. 

Babası ya da erkek kardeĢine 50 yaĢın altında prostat kanseri tanısı 

konmuĢ bir erkekte prostat kanseri riski yaklaĢık 7 kat artmıĢtır12. 

 

2.1.2.3. Etnik Köken 

 

DeğiĢik etnik gruplarda prostat kanseri insidansı geniĢ bir 

varyasyon gösterir. Görülme ve ölüm oranı Kuzey Amerika, Kuzey Avrupa 

ve Ġskandinav ülkelerinde yüksek iken Japon ırkında oldukça düĢüktür. 

A.B.D' de yaĢayan siyah erkeklerde insidans oldukça yüksek ve hastalık 

ağır seyretmekte iken, aynı bölgede ve aynı sosyoekonomik düzeydeki 

beyaz erkeklerde daha düĢüktür13. Prostat kanser insidansı ve mortalitesi 

beyazlar ve Afroamerikan erkeklerde farklılıklar göstermektedir. Örneğin 

Jemal ve ark. prostat kanser insidansı ve mortalitesini sırası ile beyazlarda 

156 ve 25/100.000 erkek iken Afroamerikanlarda 248 ve 59/100.000 erkek 

olarak bildirmiĢlerdir2. 
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2.1.2.4. Beslenme 

 

Besinler ile yüksek oranda hayvansal yağ alımının prostat 

kanseri insidansını arttırdığı düĢünülmektedir. Bu hipoteze göre diyetle 

alınan fazla miktarda yağ, seks hormonlarının sentezini uyarmakta ve 

uzun süreli androjenik uyarı oluĢturarak prostat bezinde kanser riskini 

arttırmaktadır. Bu hipotez sadece yağlar için değil aynı zamanda, yağda 

eriyen vitaminler (A, D, K) ve çinko gibi eser elementler için de geçerlidir14. 

A vitamininin emiliminin azalması dolaĢımdaki beta karoten düzeyinin 

azalmasına neden olmaktadır. Beta karotenin, selenyum ve E vitamininin 

benzer antioksidan etkisiyle kanser geliĢimini engellediği bilinmektedir. 

Bazı çalıĢmalarda yüksek kalsiyum tüketiminin prostat kanseri riskinde 

artıĢla iliĢkili olduğu bulunmuĢtur15. Likopen, selenyum ve E vitaminin 

antioksidan etkileriyle kanserde önleyici etkisi olduğuna yönelik çeĢitli 

çalıĢmalar bulunmaktadır16-19. 

 

2.1.2.5. Çevresel Faktörler  

 

Vazektomi öyküsü, sigara içimi, alkol kullanımı, obezite, 

statin ve nonsteroid antiinflamatuvar ilaç kullanımı ve seksüel aktivitenin 

prostat kanser geliĢimi üzerine etkisiyle ilgili çeĢitli çalıĢmalar 

bulunmaktadır20. 

Vazektomi, antisperm antikor seviyelerinde yükselme, 

semende hormon konsantrasyonunda ve prostat sekresyonunda 

azalmaya yol açmaktadır21. Yapılan çalıĢmaların çoğunda vazektomi ile 

prostat kanseri arasında iliĢki olduğu saptanmıĢtır. Vazektominin prostat 

kanseri riskini 1.2-2 kat artırdığını, özellikle 35 yaĢ altında bu riskin daha 

fazla olduğu bildirilmektedir22. 
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2.1.2.6. Hormonlar 

 

Androjenler, östrojenler, insulin, IGF (insulin like growth 

factor), çevresel ve genetik faktörlerle iliĢkili diğer hormonlar bireysel 

genetik yatkınlıklar ve dıĢ koĢullara (hormon alımı, obezite gibi) bağlı 

olarak değiĢiklik gösterebilmektedir. 

 

2.1.2.6.1.Testosteron  

 

Testosteron insan vücudunda çoğunluğu testisler olmak 

üzere, overler ve adrenal bez tarafından üretilen 19 karbonlu steroid 

yapıda bir hormondur. Normal erkeklerde dolaĢımdaki major serum 

androjeninin hemen hemen tümü testiküler orijinli olan testosterondur23. 

 

Sentezi hipotalamik-pituiter-gonadal aks tarafından, temel 

olarak lüteinize edici hormon (LH) aracılığı ile kontrol edilir. 

Hipotalamusun, luteinizing hormon releasing hormon (LHRH) olarak 

adlandırılan küçük bir polipeptid hormon salgılayarak stimüle ettiği hipofiz, 

LH'yı salgılar. LH testislere taĢınır ve vücudun major serum androjeni olan 

testosteronun salınımı ve de novo steroid sentezini stimüle etmesi için 

leydig hücreleri üzerine direkt etki eder. Sağlıklı bir eriĢkin erkek, günde 

2.5-11 mg testosteron üretir. Erkek dolaĢımında kadınlardakinden 10 kat 

daha fazla testosteron bulunur. Üretilen testosteronun % 44' ü seks 

hormon bağlayıcı globulin SHBG‟ye bağlı, % 2' si ise serbest haldedir. 

Testosteron, dolaĢımdaki temel androjenken, dihidrotestosteron (DHT) ise 

nükleer androjendir. Testosteron aromatizasyon ve redüksiyonla periferde 

östrojen ve 5α- dihidrotestosterona (5α- DHT) dönüĢür. Testosteron; 

kaslarda direkt olarak, cilt ve prostatta 5α-DHT ye dönüĢerek, beyin, lipit 

metabolizması, kemikler ve vasküler sistem üzerinde ise östradiole (E2) 

dönüĢerek etki eder23.  
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DolaĢımdaki dihidrotestosteronun %25‟i testislerden 

salgılanırken, geri kalan %75‟i ise periferal dokularda 

dehidroepiandrosteron (DHEA), androstenedion, dehidroepiandrosteron 

sülfat (DHEAS) ve testosteron gibi inaktif androjenlerden 5 α redüktaz II 

enzimi katalizi ile oluĢur24. 

 

DolaĢımdaki serbest testosteron pasif difüzyon ile prostat 

hücresine alınır. Albümine bağlı olarak taĢınan testosteron, albüminden 

ayrılarak hücre içine girer. SHBG ile taĢınan testosteron ise prostat hücre 

zarında yerleĢmiĢ olan reseptörü aracılığıyla hücre içine alınır25 (ġekil 3). 

 

 

Şekil 3:Testosteronun taşınması ve prostatta hücre içine alınması
25

. 

 AR=   Androjen reseptörü, ARA= Androjen reseptör aktivatörü 

 DHT= Dihidrotestosteron, T= Testosteron, SHBG= Seks hormonu  

 bağlayan globulin, GTA= Genel transkripsiyon aparatı 
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Hücre içinde testosteron, 5 α redüktaz II enzimi ile NADPH ve 

moleküler oksijen varlığında geri dönüĢümsüz olarak dihidrotestosterona 

dönüĢtürülür23 (ġekil 4). 

 

 

Şekil 4: Testosterondan dihidrotestosteron oluşumu.  

NADPH= Nikotinamid Adenin dinükleotitfosfat 

 

Prostat dokusunda sentezlenen dihidrotestosteron androjen 

reseptörüne (AR) bağlanır. Dihidrotestosteronun androjen reseptörüne 

olan ilgisi testosterona oranla 5 kat daha fazladır26
. Androjen reseptörü, 

prostata özgü genlerin ifadelenmesinde anahtar rol oynayan bir 

transkripsiyon faktörüdür23
. DHT androjen reseptörüne bağlandıktan sonra 

ARA (androjen reseptör aktivatörleri) bu komplekse katılır25
. Androjen 

reseptör aktivatörleri, etkilerinin histonları modifiye ederek doğrudan 

gösterirken, kromatini modifiye eden yapılara katılarak dolaylı olarak da 

gösterebilirler23,27
. En iyi bilinen aktivatörler p160 aile üyeleri olan ARA70, 

ARA55, ARA54, SMAD-3 ‟dır23
.
 Androjen reseptör aktivatörlerinde oluĢan 

mutasyonların ve ifadelenmelerinde meydana gelen değiĢikliklerin prostat 

kanseri gibi androjen reseptörü aktivitesiyle ilgili hastalıkların ilerlemesi 

üzerine etkisinin olabileceği düĢünülmektedir27
.  
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Şekil 5: DHT-ARA-AR üçlü kompleksinin HRE ile etkileşimi. 

             AR= Androjen reseptörü  

             HRE= Hormona yanıt veren elementler 

 

DHT-ARA-AR üçlü kompleksi nükleusda birikerek 

düzenleyici DNA dizilerine (hormona yanıt veren elementler: HRE) 

bağlanırlar (ġekil 5). Böylece özgün gen aktivitesinin baskılanmasına veya 

uyarılmasına neden olurlar. HRE, özgün bir hormona yanıt veren gen veya 

gen grubunun yakınındaki her hızlandırıcı (enhancer) bölgede bulunur23,27. 

 

2.1.2.6.2.Testosteron ve Prostat 

 

Prostat dokusunun, oluĢması ve büyümesi için androjen ve 

embriyonik prostatik mezenkimde eksprese olan androjen reseptörü 

mutlaka gereklidir28. EriĢkin hayatta prostat büyümesinin devamı için de 

testisten salgılanan normal eriĢkin kan testosteron düzeyinin sürekli olan 

uyarısı ve ayrıca testosteronun intraprostatik olarak, daha potent saf 

androjen olan 5α–DHT‟ya dönüĢmesini sağlayan tip 2 5 α-redüktaz 

gereklidir29. Prostat büyümesinde asıl rolü oynayanın testis kaynaklı 

testosteron olduğu unutulmamalıdır. Adrenal androjenlerin, prostat 
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büyümesine katkısı yoktur. Ġlerleyen dönemlerde, eriĢkin erkek serum 

testosteron konsantrasyonu ile yıllarca süren etkilenme nedeni ile yaĢla 

birlikte insidansı artan benign prostat hipertrofisi ve prostat kanseri ortaya 

çıkar30.  

 

2.1.2.6.3. Testosteron ve Benign Prostat Hiperplazisi (BPH) 

 

BPH geliĢmesi için intraprostatik 5α-DHT varlığı ve östrojenik 

etkiler de önemli rol oynamaktadır. Bu durumdaki normal erkeklerde 

ilerleyen yaĢla birlikte prostat büyümeye devam ederken, hipogonadal 

erkeklerde bu büyüme gerçekleĢmez. Hipogonadal erkeklere androjen 

replasman tedavisinin verildiğinde özellikle ilk altı ayda olmak üzere, 

yaĢıtlarında olması beklenen kadar prostat büyümesi gerçekleĢir31. 

 

2.1.2.6.4. Testosteron ve Prostat Kanseri 

 

Prostat androjen bağımlı bir organdır. Testosteron prostat 

epitelinin büyümesi için vazgeçilmez bir unsurdur ve erken evre prostat 

kanseri endokrin bağımlıdır. 

 

 Androjenlerin prostat kanseri geliĢimindeki rolü yaygın olarak 

kabul görmektedir. Hayvan modellerinde yüksek düzeyde androjen 

etkisinde kalınması sonucunda prostat kanseri geliĢim hızının arttığı 

gözlenmiĢtir32
.
 Testosteron ve daha aktif formu olan dihidrotestosteron 

prostat bezi geliĢiminden sorumludur. Bu hormonların prostat kanseri 

geliĢiminde de rol oynadıkları düĢünülmektedir33. 

 

2.3. Prostat Kanseri ve Genetik  

 

Onkolojik hastalıklara genellikle hücre yaĢlanması (fiziksel, 

kimyasal veya biyolojik mutajenlere bağlı) sırasında ortaya çıkan birçok 
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gen mutasyonu neden olmaktadır. Bu mutasyonlar birçok düzeyde eĢ 

zamanlı olarak oluĢmaktadır. Sağlıklı hücrelerde bu değiĢiklikler olağandır 

ve malign transformasyona yol açması Ģart değildir. Sadece onarım 

süreçleri oluĢan malign hücreleri ortadan kaldıramazsa düzensiz büyüme 

ve proliferasyon gerçekleĢir ve apoptozis baskılanır. Eğer böyle bir 

değiĢiklik ve hasar germ hücrede oluĢursa değiĢen bilgi olduğu gibi alt 

basamaklara yansıyacaktır. Mutasyon teorisi dıĢında kök hücre teorisi 

kanser yanı sıra birçok hastalıkların açıklanmasında da güncel bir 

yaklaĢım olarak karĢımıza çıkmaktadır6. 

 

Prostat kanserleri kalıtsal, ailesel ve sporadik olarak üç gruba 

ayrılabilir. Prostat kanserlerinin tümünün %85‟i sporadiktir ve sadece %10-

15‟i genetik olarak saptanmaktadır. Toplum çalıĢmalarının analizinde 

birinci derece yakınlarda daha yüksek sıklıkta prostat kanseri 

bulunmuĢtur34,35. Prostat kanseri için yüksek riskli alel dispozisyonu 

görülmesi genç yaĢta tanı alan erkeklerde daha sıktır. Yapılan 

çalıĢmalarda 55 yaĢtan daha genç olanlarda %43, 70 yaĢtan daha genç 

olanlarda %34, 85 yaĢtan daha genç olanlarda %9 olarak 

saptanmıĢtır36,37. Sporadik prostat kanserli erkeklerde aile öyküsü 

bulunmamaktadır. Ailesel prostat kanseri bir ailede iki üç erkeği etkilerken, 

gerçek herediter prostat kanseri takip eden üç kuĢakta bir ailede üç veya 

daha fazla erkeği veya 55 ve daha genç yaĢta iki erkeği etkilemektedir37. 

 

Prostat kanseri aile riskini değerlendiren 33 epidemiyolojik 

çalıĢmanın meta-analizleri erkek kardeĢi veya babasında prostat kanseri 

olan bir erkeğin prostat kanseri olma göreceli riskinin sırasıyla 3.4 ve 2.2 

olduğunu göstermiĢtir. Ġlk kuĢakta etkilenen erkek sayısı ikinci kuĢaktan 

daha fazla ise risk daha yüksektir38,39. Ailede sadece prostat kanseri 

öyküsü değil aynı zamanda meme ve over kanseri de varsa erkeklerdeki 

risk artmaktadır. Bu tip olgularda göreceli risk 1.7 iken prostat kanseri ve 
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meme veya over kanseri de beraber olanlarda bu risk 5.8 olmaktadır 

ancak diğer çalıĢmalardaki sonuçlar değiĢebilmektedir40,41. 

 

Farklı çalıĢmalar sporadik ve ailesel prostat kanserli 

hastalarda çoğunlukla otozomal dominant kalıtım bulmuĢlardır. Sadece 

küçük bir grup hasta kalıtsal otozomal resessif veya X‟e (gonozomal) 

bağlıdır42. 

 

Prostat kanserinde duyarlılık genlerinden söz etmek 

mümkündür. Genetik predispozisyonu olan hastaların 85 yaĢında 

%97‟sinde prostat kanseri geliĢirken, bu genoma sahip olmayan erkeklerin 

sadece %10‟unda kanser geliĢir. Bu genler 65 yaĢından önce de prostat 

kanserlerinin %65‟inde iliĢkili bulunmuĢtur43,44. Prostat kanserine duyarlılık 

lokuslarını tanımlayabilmek için yapılan bağlantı (linkaj) analizlerinde, 

ailesel fenokopilerin aynı zamanda eski sporadik prostat kanserli bireyleri 

de içermesi nedeniyle zorluklar yaĢanmaktadır.  

 

Monozigot ve dizigot ikizlerle yapılan çalıĢmalarda, prostat 

kanseri riskinin monozigotik ikizlerde iki kat fazla olması, riskin kalıtımsal 

bileĢenini göstermektedir45. Monozigotik dizigotik ikizler konusunda prostat 

kanseri tanısı alan 1009 erkek üzerine yapılan çalıĢmada sırasıyla oranın 

%27.1 ve %7.1 olarak bulunduğu gösterilmiĢtir46. 

 

2.3.1. Androjen Reseptör (AR) ve Steroid Hormon 

Metabolizma Genleri 

 

Androjenler prostatın büyümesi ve geliĢmesi için hayati olup 

prostat epitelinin bir sağkalım faktörü olarak çalıĢırlar47. AR geni prostatik 

hücredeki fizyolojik ve patolojik fonksiyonları sebebiyle büyük önem 

taĢımaktadır. Androjen reseptörü steroid ve tiroid hormon reseptör geni 

süper ailesinin üyesidir. AR geni lokalizasyonu X kromozomu kısa 
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kolundadır (Xq11-12). Bu nükleer reseptör, hormonu sitoplazmada 

bağlayıp nükleusa aktarır. Nükleusda DNA bağlanması asamasında 

dimerize olan hormon, androjene yanıt veren genin promotor bölgesine 

bağlanarak transkripsiyonel kompleks oluĢturur48. 

 

Bu lokus insan genomunun en konservatif bölgelerinden bir 

tanesidir. Bu sebeple bu bölgede çok az sayıda mutasyon olmaktadır49,50. 

Genin büyüklüğü 90 kbç olup ve AR 918 aminoasit içermektedir. AR 

transaktivasyon, DNA bağlanma ve ligand bağlanma bölgeleri 

içermektedir. Ayrıca ligand bağımsız reseptör aktivasyonundan sorumlu 

bir aktivasyon bölgesi de bulunmaktadır. Reseptör aktivasyonundan sonra 

DNA zinciri (androjen sorumlu elementler) üzerindeki uygun hedef bölgeler 

üzerine etki oluĢur ve sonuç olarak androjene-bağımlı genlerde (PSA, 

büyüme faktörleri EGFR, VEGF, IGF, KGF, ARA ve diğer birçok faktör) 

kodlanan bilgi ifadelenir50. 

AR gen uzunluğundaki değiĢiklikler N-terminal ucundaki 

polimorfizmlerle belirlenmektedir. N-terminal transkripsiyonel aktive edici 

protein bölgesini kodlayan AR geninin ilk eksonu bir baz üçlüsü olan 

CAG‟ın değiĢik uzunlukta tekrarını içerir ki bu sekans replikasyon 

sırasında DNA polimeraz kaymasına göre tipiktir. AR geni birinci 

eksonundaki CAG baz üçlüsü (poliglutamin) ve GGC baz üçlüsü 

(poliglisin) tekrar sayıları ve prostat kanser riski arasında iliĢki 

bulunmaktadır6.  

 

Poliglutamin tekrarının normal sayısı 8-35‟dir ve birçok 

erkekte 21 tekrar bulunmaktadır. Poliglutamin uzamasını kodlayan CAG 

tekrarlarının uzunluğu ile AR transkripsiyon aktivitesinin arasında ters bir 

iliĢki söz konusudur51-53. 

 

21‟den az poliglutamin tekrarlarının daha kuvvetli bağlanma, 

AR‟de uzun süreli hiperstimulasyona (Afroamerikanlarda 18, beyazlarda 
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21, Asyalılarda 22 tekrar) bağlı olarak yüksek prostat kanser riski, 

hastalığın erken yaĢlarda ortaya çıkması ve çok daha Ģiddetli seyretmesi 

ile iliĢkili olabileceği düĢünülmektedir. Tersi olarak poliglutamin tekrarlarını 

daha fazla sayıları (40‟dan fazla olan) AR ve koaktivatöründe değiĢikliğe 

(düĢük fertilite sonucuna götürebilen) yol açmaktadır. Glisin tekrar sayıları 

10-30 arasında değiĢebilir ancak anormal tekrarların prostat kanseri 

üzerine etkisi poliglutamin zincir uzunluğunda olduğu kadar kanıta sahip 

değildir54-58. Lokalize prostat kanserlerinde AR gen mutasyonları nadirdir 

(yaklaĢık %1) ancak metastatik veya hormon dirençli prostat kanserlerinde 

%30-45 bulunmaktadır59. 

 

Androjen çekilmesine rağmen progresyon gösteren ileri evre 

prostat kanserlerinde AR dominant onkogen olarak etki etmektedir. 

Androjen seviyeleri kastre düzeyde olduğunda tümörlerin yaklaĢık üçte 

birinde AR aktivitesi gen amplifikasyonu ile artmıĢtır60-64. AR ekspresyonu 

prostat kanserinin klinik süreci boyunca korunur ve en ileri evre androjen 

bağımsız hastalarda bile mevcuttur65. AR aynı zamanda missens 

mutasyonlarla66-76 da aktive olabilir ki bu hormon spesifitesini geniĢletir 

ve/veya fazla miktarda hormon yanıtının olmasını sağlar77-79. Ġzole 

olgularda, CAG tekrarları mutasyonla etkilenmiĢtir ve androjen bağımsız 

prostat kanserinde ya kesilmiĢ veya fragmante olmuĢ tekrar sekansı 

mevcut olup reseptörün hiperaktivasyonuna neden olurlar80-82.  

 

Androjen bağımsız hastalığa, prostat kanserinde nadiren 

mutasyona uğrayan p160 ailesi üyeleri83 ve β-katenin gibi koaktivatörlerin 

aktivasyonu eĢlik edebilir. Bu koaktivatörler proteolitik yarıklanma84 ile 

AR‟yi aktifleĢtirip hücre içinde nükleusa kolokalizasyonuna neden olur ve 

hormon duyarlılığını arttırır86-87. Muhtemelen androjenden bağımsız prostat 

kanserinde, AR aktivasyonuna neden olan MAP kinaz88 ile fosforilasyon ve 

HER ailesi kinazları89,90 ile aktivasyon gibi baĢka mekanizmalar da 

bulunmaktadır. 
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2.3.2. Prostat Spesifik Antijen (PSA) Geni 

 

AR, hedef genlerdeki düzenleyici bölgelerde bulunan 

androjen yanıt elementlerine (androgen response elements [ARE]) 

bağlanır. Bu hedef genlerden bir tanesi PSA genidir. PSA geni KLK3 

olarak da bilinir ve 19. kromozomun uzun koluna lokalize olmuĢtur. Bu gen 

kallikrein benzeri bir serin proteaz enzimi olan prostat spesifik antijeni 

(PSA) kodlar91. PSA prostat kanseri tanı belirleyicileri arasında çok yaygın 

olarak kullanılmaktadır.  

 

PSA promoter proksimal bölgesi -170 bç‟nde bulunan 

androjen yanıt elementi I (ARE I) ve -394 bç‟nde bulunan ARE II 

içermektedir92,93. Proksimal PSA promoter bölgesinde ARE I‟de -158 

pozisyonunda bulunan G/A transizyonu ve -252‟de bulunan G/A 

transizyonu olmak üzere iki tek nükleotid polimorfizmi (SNPs) 

tanımlanmaktadır93-95. Bazı çalıĢmalarda bu polimorfizmin prostat kanseri 

geliĢimi ve dolaĢımdaki yüksek düzeyde PSA miktarları ile iliĢkili 

olabileceği gösterilmiĢtir96-98. Xue ve ark PSA serum düzeylerinin -158 

genotipi ile iliĢkili olduğunu yanı sıra AA genotipi olanların PSA serum 

düzeylerinin AG veya GG genotipi olanlardan daha yüksek olduğunu 

bildirmiĢlerdir96. Cramer ve ark. PSA promoter bölgesindeki genetik 

değiĢikliklerin serum PSA düzeyleri ile iliĢkili olduğunu bildirmiĢtir99.  

 

PSA proksimal promoter -158 dıĢında -205 ve -252 

pozisyonundaki polimorfizmlerin de PSA mRNA ifadelenmesi, meme 

kanserli hastaların tümor-ekstrakt PSA konsantrasyonları veya prostat 

kanserli hastaların serum PSA düzeyleri ile iliĢkili olabileceği ortaya 

konmuĢtur100-102. 
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2.3.3. Kalıtsal Prostat Kanseri Ġle ĠliĢkili Genler ve Lokuslar 

 

Uluslararası Prostat Kanser Genetik Konsorsiyum‟u, meta-

analizler hazırlamak ve araĢtırma verilerinin paylaĢılması için sistematik bir 

organizasyon oluĢturmuĢtur103. Prostat kanseri ile iliĢkili olduğu varsayılan 

bazı aday genler bildirilmiĢtir104-108 (Tablo 1).  

 

Prostat kanseri ile iliĢkili aday genler arasında en önemli gen 

HPC1 (Hereditary Prostate Cancer 1 - Kalıtsal Prostat Kanser 1) 

lokusunda bulunan RNaseL‟dir. Yanısıra diğer üzerinde çalıĢılanlar, HPC2 

lokusunda bulunan ELAC2, 8. kromozomda bulunan MSR1, BRCA1, 

BRCA2 ve diğer HPCX, HPC20 genleridir109. Prostat kanser geliĢimi ve 

ilerlemesi ile iliĢkili haritalanan ve kronolojik olarak isimlendirilen birçok 

lokus (HPC1-HPC20, KLF6, PTEN, MAD1L1 gibi) tanımlanmıĢtır6. 

 

Tablo1: Kalıtsal prostat kanser gelişimi ile ilişkili genler
6
 

Lokalizasyon Aday 

Gen/Lokus 

İlişki 

1q25.3 RNaseL /HPC1 65 yaĢından daha genç yüksek Gleason skor, 

tanıda ileri evre kanser, prostat kanseri ile kuvvetli 

iliĢki, ailede 5‟den fazla etkilenen erkek 

Apoptozis indüksiyonu ve enfeksiyona duyarlılığı 

etkiler 

17p11 ELAC2 Fonksiyonu bilinmemekte 

Xq27-28 HPCX EtkilenmiĢ erkek kardeĢi olan erkeklerde yüksek 

prostat kanser riski 

20q13 HPC20 Prostat kanser tanısında daha yüksek yaĢ 

8p22-23 MSR1 Ġnflamasyon baĢlangıcı; indüksiyon ve enfeksiyon 

sürecini etkiler 

17q21 BRCA1 Genç erkeklerde daha sık 

13q12-13 BRCA2 DNA tamirindeki fonksiyonlar 

 

 



 19 

2.3.3.1. Hereditary Prostate Cancer 1 (HPC1) Geni 

 

Prostat kanser geliĢimi ile iliĢkili en önemli lokus olduğu 

düĢünülmektedir. Yüksek penetrasyonlu erken ailesel prostat kanserlerinin 

üçte birinde görülen bir lokusdur110,111. 1q24-25 kromozomu üzerinde 

lokalize olmuĢtur ve 1q25.3 pozisyonunda endoribonükleaz kodlayan 

RNASEL geni bulunmaktadır. RNASEL, interferon ile indüklenen bir viral 

veya hücresel RNA parçalanma yolağına aracılık eden bir tümör supresör 

proteini adayıdır. 

 

Bu enzim organizmanın viral enfeksiyona immün yanıtı (tek 

zincirli RNA‟nın IFN  ile degradasyonu), apoptozis indüksiyonu, hücre 

siklusu ve hücre diferansiasyon regülasyonunda önemlidir. Otozomal 

dominant kalıtım RNASEL için tipiktir ve bu gen oldukça penetrandır. Bu 

mutant varyantı taĢıyan, prostat kanser geliĢiminde yüksek risk 

taĢımaktadır. Bu Ģekilde pedispozisyonu olan erkeklerde düĢük yaĢ (<65), 

lokal ise daha ileri evre veya metastatik olacak Ģekilde daha agresif kanser 

(Gleason skora göre) bulunmuĢtur112-115. 

 

Amerika ve Ġsveç‟de prostat kanserli 91 aile üzerine yapılan 

genom analizi, %35 RNASEL lokusunda mutasyon saptamıĢtır. Yapılan 

çalıĢmalarda kalıtsal prostat kanserinde ailede 4‟den fazla etkilenen erkek 

olduğu koĢulda öneminin arttığı vurgulanmıĢtır. Ashkenazi Yahudileri‟nde 

HPC1‟de 4 bazlık delesyonun prostat kanseri için predispozan bir faktör 

olduğunu gösteren çalıĢma prostat kanseri ve RNASEL gen mutasyonu 

arasındaki iliĢkiyi desteklemektedir116; ancak Afroamerikanlarda yapılan 

çalıĢmalar bu iliĢki konusunda bir kesinlik ortaya koymamaktadır115-118. 

 

HPC1 lokusundaki diğer aday genler siklin-bağımlı kinaz 

PCTAIRE, protoonkogen TRK ve insan laminin B2 genidir. Bu genlerin 
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fonksiyon kaybı veya yokluğuyla iliĢkili mutasyonlar prostat kanser 

geliĢimini arttırmaktadır6.  

 

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

20) Geni 

 

17p11 kromozomu üzerinde bulunan HPC2 de prostat 

kanseri ile iliĢkisi olan bir lokus olarak düĢünülmektedir. Bu lokusta 

bulunan genin ElaC homolog protein 2 veya Zn-fosfodiesteraz proteinini 

kodladığı belirlenmiĢtir. Ancak mutasyon ve polimorfizm arasındaki direkt 

iliĢki kanıtlanmamıĢtır119,120. HPCX, X kromozom üzerinde bulunan birkaç 

lokustan biridir ve Xq27-28 pozisyonundadır; kalıtsal prostat kanseri ile 

iliĢkili olması muhtemeldir. Herediter karsinomların %16‟sından sorumlu 

olduğu düĢünülmektedir121-122. HPC20 ise kromozom 20q13 üzerindedir; 

ileri yaĢta prostat kanseri tanısı alan erkeklerde rol oynayabileceği 

düĢünülmektedir123. 

 

2.3.3.3. Macrophage Scavenger Receptor 1 (MSR 1) Geni 

 

Tümor supresör genlerin lokalizasyonu karakteristik olarak 8. 

kromozomun kısa kolundadır. Bu genlerin inaktivasyonu sadece prostatta 

değil aynı zamanda akciğer, karaciğer, bağırsakda da karsinogenezle 

iliĢkilendirilebilir. MSR1 biyolojik fonksiyonu yabancı hücre ve makrofaj, 

hücre adezyonu ve fagositoz arasındaki iliĢkinin modülasyonudur. 

Oksidatif hasar aynı zamanda MSR1 geninin inaktivasyonuna bağlı olarak 

azalmıĢ makrofaj aktivitesine bağlı olarak da artabilir. MSR1, 8p22‟de yer 

almaktadır ve oksidize düĢük dansiteli lipoprotein de dahil olmak üzere 

birçok polianyonik ligandları bağlayan hücre yüzeyi reseptörünü 

kodlamaktadır124,125. Bunun sonucunda MSR1 fonksiyonunun kaybı 

azalmıĢ makrofaj özelliklerine bağlı olarak prostat ve diğer organları 

oksidatif strese açık bırakmaktadır. ÇalıĢmalarda MSR1‟in mikrobik 
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mutasyonları ve polimorfizmleri, ailesel özellikli erken baslangıçlı prostat 

kanseriyle iliĢkili bulunmuĢtur126-128. Reseptör bütünlüğü üzerinde 

dominant negatif etkileri bulunan bir proteini kodlayan MSR1‟deki bir 

“truncating” mutasyon, prostat kanserli Afroamerikalılarda rastlanmıĢtır129. 

MSR1 prostat epitel hücrelerini direkt olarak etkilemediğinden ama 

oksidatif hasar için predispozan olduğundan pozitif olduğu çalıĢmalarda 

bile LOD değeri düĢük çıkmaktadır130. Meta-analiz verileri MSR1 ve 

kalıtsal prostat kanseri arasında net bir bağlantı ortaya 

koyamamıĢlardır131.  

 

2.3.3.4. BRCA1 ve BRCA Genleri 

 

Kadınlardaki meme ve over kanser genetik 

predispozisyonunun araĢtırılması için kullanılan BRCA 1 ve 2 gen 

mutasyonlarının kalıtsal prostat kanserinde de büyük riskle iliĢkili olduğu 

ortaya konulmuĢtur6. 

 

2.3.4. Prostat Kanseri ile ĠliĢkili Diğer Genler 

 

Sitogenetik veriler eĢliğinde prostat epitel hücrelerinin 

transformasyonuyla iliĢkili prostat kanserlerinin belirgin bir bölümünde bir 

kısım tümör süpresor genler ve bir potansiyel onkogen ailesi 

tanımlanmıĢtır (Tablo 2). 
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Tablo 2: Prostat kanser sitogenetiği ile ilişkili genler
132

 

Lokus Gen İlişki 

8p21 NKX3.1 Prostat epitel büyüme ve diferensiasyonunu 

düzenleyen prostat spesifik homeoprotein 

10q23 PTEN Fosfatidilinositol 3 kinaz yolunu negatif olarak regüle 

eden lipid fosfataz 

12p11-13 CDKN1B Hücreye bağlı bir kinaz olan P27 inhibitörü (Cip/Kip) 

16p22 ATBF1 Hücre siklusu düzenleyicisi 

10p15 KLF6 Kruppel benzeri çinko parmaklar transkripsiyon 

faktörü 

(21q22.3) ve 

(7p21.2) 

ERG ve ETV1 ETS transkripsiyon faktörleri 

 

NKX3.1 prostata spesifik ekspresyonu olan bir homeobox 

gen olup, 8p21 bölgesinde yer alır ve prostat kanserlerinin %85‟inde bu 

bölgede heterozigozite kaybı görülmektedir133. NKX3.1 ekspresyonunun 

tam kaybı ise prostat kanserinde tümör progresyonu ile birliktedir134. 

 

PTEN fosfataz ve tensin homoloğudur. 10q23 de bulunan ve 

prostat kanserlerinde delesyon ve baskılanmaya uğrayan bir tümör 

supresör gendir135,136. PTEN ekspresyonunun kaybı geç evre ve yüksek 

dereceli prostat tümörlerde daha sıklıkla görülür137. Primer prostat 

kanserlerinin yalnızca küçük bir bölümünde PTEN delesyonu veya 

mutasyonu olmasına rağmen, metastatik lezyonların yarısından fazlasında 

PTEN gen değiĢiklikleri mevcuttur138. NKX3.1 ve PTEN kaybının birlikte 

olması PTEN in tek baĢına yokluğundan daha agresif seyreden kansere 

neden olur139. 

 

CDKN1B siklin bağlı kinaz inhibitörü olan ve Cip/Kip ailesine 

üye bir hücre siklusu inhibitörüdür. Ġnhibitör p27‟nin tasarlanmıĢ 

modellerde tümör baskılayıcı özellikleri olduğu gösterilmiĢtir140. PTEN ve 

CDKN1B alellerinin prostat kanserinde birlikte ayrıĢtıkları ve ikisinin 

prostat kanseri riskini arttırdığı önerilmiĢtir141. 
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ATFB1 prostat kanserinde son zamanlarda, bir hücre siklusu, 

aktif proteini kodlayan bir baĢka gen olarak tanımlanmıĢtır. ATFB1 

16q22‟de lokalizedir ve heterozigozite için bir hedeftir. Yanısıra tümörlerin 

%36‟sında yanlıĢ anlamlı mutasyonlar olup, büyük olasılıkla protein 

fonksiyonunu inaktive etmektedirler142. ATFB1, çoklu bir homodomain 

transkripsiyon faktörü olup MYB onkoproteini ile iliĢkilidir143. 

 

KLF6 Kruppel benzeri çinko parmak transkripsiyon faktörü 6 

10p15‟de lokalizedir ve prostat kanseri örneklerinin beĢte birinde 

heterozigositesinde kayıp mevcuttur144. KLF6‟nın nokta mutasyonları ve 

azalmıĢ protein ekspresyonu yüksek dereceli prostat kanserlerinin küçük 

bir kısmında görülmekte olsa da ikincil küçük serilerde 

gözlenmemektedir145.  

 

ERG ve ETV1, ETS transkripsiyon ailesinden olup, arĢive 

alınmıĢ gen ekspresyon profillerinden yapılmıĢ yeni bir çalıĢmada prostat 

kanseri dokularının belirgin bir bölümünde artmıĢ ekspresyonu 

gözlenmiĢtir. ERG veya ETV1‟in artmıĢ ekspresyonu hem primer hem de 

metastatik hastalıkta hemen hemen aynı oranda görülse de, PIN de 

gözlenmez ve bu ETS faktörünü etkileyen translokasyonların invazif 

hastalığın erken dönemlerinde etkili olduğunu düĢündürmektedir146. 

 

2.4. Proteomik  

 

Proteomik ve proteom terimleri 1995‟de ortaya konmuĢtur147. 

KarmaĢık ve fazla miktarda olan genom dizi analizi verilerinden sonra 

ortaya çıkmıĢtır. Belli bir zamanda, belli bir hücrede, belli bir dokuda, belli 

bir organizmada bulunan gereken tüm biyokimyasal tepkimeleri yürüten 

proteinlerin tamamına proteom denir. Proteomik, belli bir organizmada 

bulunan proteinlerin toplamını incelemek için kullanılan yöntemlerin 
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tümüdür. Proteomik analizi vital veriler sağlar çünkü proteinlerin direkt 

etkisini ortaya koyar148. Proteomikler belirli bir hücre içindeki tüm veya 

seçilen proteinlerin tanımlanmasına ve protein ağındaki bilgi akıĢına 

olanak sağlar149. Proteomik ifadelenmesinin belirlenmesinde bazı teknikler 

sıkça kullanılmaktadır147-154. 

 

Proteomik çalıĢmalarda sıkça kullanılan yöntemler: 

 ELISA  

 Ġki yönlü elektroforez (2D-PAGE)  

 Doku ve protein çip teknolojisi (mikroarray) 

 Kütle spektrometresi  

o MALDI-TOF MS (Matrix-assisted laser desorption/ionization 

time of flight Mass Spectrometry) 

o SELDI-TOF MS (Surface enhanced laser 

desorption/ionization time-of-flight Mass Spectrometry)  

 Kantitatif kütle spektrometresi 

 Lazer yakalama mikrodisseksiyon [Laser capture microdissection 

(LCM)]  

 Protein-protein, protein-DNA bağlanma reaksiyonları için afinite 

kromatografi, floresans rezonans enerji transferi (FRET)  

 Peptid ve proteinlerin üç boyutlu incelenmesi 

o X- ıĢını kristalografi, nüklear manyetik rezonans 

 

2.4.1. Surface enhanced laser desorption/ionization time-of-

flight (SELDI-TOF) MS (Yüzey etkisi arttırılmıĢ lazer 

desorpsiyon/iyonizasyon uçuĢ zamanı kütle spektrometresi)  

 

1990‟ların baĢında T. William Hutchens ve Tai-Tung Yip 

tarafından geliĢtirilmiĢtir. Gaz haline gelmeyen bileĢiklerin 

desorpsiyon/iyonizasyon yöntemi ile çalıĢılmasında örneği sunan yüzey 

çalıĢılan örneğin yapısal modifikasyon, amplifikasyon ve/veya 
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iyonizasyonunda aktif rol oynar. Dakikalar içinde çalıĢılan örneğin alt 

proteomları protein parmak izi gibi görüntülenebilir (ġekil 6). Çok yüksek 

çıktılı veriler dakikalar içinde oluĢur. GeniĢ grup çalıĢmaları için birkaç 

saatte sonuç alınırken 2D-PAGE‟de aynı çalıĢma günler almaktadır151. 

 

 

 

 

Şekil 6: SELDI-TOF içinde proteinlerin ayrıştırılması ve protein parmak izinin 

çıkarılması. 

 

 

SELDI-TOF teknolojisi biyoçip üzerinde kimyasal olarak 

modifiye edilmiĢ yüzeye, selektif olarak adsorbe edilen ilgili proteinlerin 

affinite-esaslı kütle spektrometrik yöntemle analiz edilmesidir (ġekil 7). Bu 

teknoloji duyarlı ve yüksek bir verimde kompleks biyolojik örneklerin 

protein profillerine ulaĢmayı sağlar.  
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Şekil 7: SELDI-TOF teknolojisi 

 

Bugün proteomiklerle yapılan çalıĢmalarda birçok kanser 

türlerinin erken tanısı ile ilgili olarak sağlıklı ve kanserli hastaların protein 

bantları karĢılaĢtırılarak birden fazla tümör belirleyici bantlar tespit edilmiĢ 

ve değiĢik bilgisayar karar ağaçları oluĢturularak test duyarlılık ve 

özgüllükleri arttırılmıĢtır148. Klinik proteomik yaklaĢımları arasında SELDI-

TOF birçok kanser tipinin serum esaslı saptama ve ayırımında baĢarılı bir 

yöntem olarak görülmektedir. Yapılan çalıĢmalar, tüm kanser hastalarında 

%93-97 duyarlılık, kontrollerde %91-100 özgüllük (bootstrap cross 

validation) gösterdiğini ortaya koymaktadır148,155.  

 

Bu çalıĢmada prostat kanser proteomik araĢtırılmasında, 

protein profillerinin belirlenebilmesi için SELDI-TOF kütle spektrometre 

yönteminden yararlanılmıĢtır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Araç ve Gereçler 

 

3.1.1. Cihazlar 

 

 Otomatik ısı döngü cihazı (Applied Biosystems, ABD) 

 Otomatik DNA dizi analiz cihazı (Applied Biosystems, ABD) 

 SELDI-TOF MS (Surface enhanced desorption and ionization time of 

flight, mass spectrometry - Yüzey etkisi arttırılmıĢ lazer 

desorpsiyon/iyonizasyon kütle spektrometresi BioRAD, ABD) 

 Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) (Thermo Scientific, ABD) 

 Kuru blok ısıtıcı (heater) (Boeko, Almanya) 

 Mikrosantrifüj (Hettich Zentrifugen, ABD) 

 Vorteks (MS2 IKA, Almanya) 

 KarıĢtırıcı (MS2 IKA, Almanya) 

 Hava akım kabini (Laminar flow, Nuaire, ABD) 

 Elektroforez güç kaynağı (Consort, Belçika) 

 Elektroforez tankı (Consort, Belçika) 

 UV Transilüminatör ve jel görüntüleme sistemi (Syngene Ingenius 

Bioimaging, ABD) 

 Hassas terazi (Libror Shimadzu, Japonya) 

 Manyetik karıĢtırıcı 

 pH metre 

 Otomatik pipetler(0.1-10, 10-100, 100-1000 µl) (Eppendorf, Almanya) 

 Etüv (Nüve, Türkiye) 

 Otoklav (Sanyo, Japonya) 

 Derin dondurucu ( -800C) (Nuaire, ABD) 

 Buzdolabı (Arçelik, Türkiye) 

 Mikrodalga fırın (Whitewestinghouse, ABD) 
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3.1.2. Kitler 

 

 Proteomik inceleme kiti (Invitek, Almanya) 

 Peptid protein standart kiti (Invitek, Almanya) 

 Parafin blok ekstraksiyon kiti (Quiagen, Almanya) 

 DNA saflaĢtırma kiti (Invitek, Almanya) 

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

 

3.1.3. Sarf Malzemeler 

 

 Protein Chip IMAC 30 Array (Immobilized Metal Affinity Capture) 

(BioRAD, ABD) 

 Eppendorf tüp (0.2, 0.5, 1.5 ml) (Citotest, Çin) 

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

 

3.1.4. Kimyasal Maddeler 

 

 Primerler (Metabion, Almanya) 

 Hot start Ampli Taq (Bioneer, Kore) 

 Taq DNA polimeraz (Fermentas, Litvanya) 

 PZT tamponu (Fermentas, Litvanya) 

 dNTP karıĢımı (Fermentas, Litvanya) 

 MgCl2 (Fermentas, Litvanya) 

 NIa III restriksiyon enzimi ve tamponu (Biolabs, ABD) 

 Nhe I restriksiyon enzimi ve tamponu (Bioron, Almanya) 

 Mbo I restriksiyon enzimi ve tamponu (Bioron, Almanya) 

 Gene Scan - 500 Rox size standart (Applied Biosystems, ABD) 

 POP 4 Polimer (Applied Biosystems, ABD) 

 POP 6 Polimer (Applied Biosystems, ABD) 

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

 Trizma Baz (Sigma, ABD) 

 Borik Asit (Sigma, ABD) 

 Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) (Sigma, ABD) 

 Yükleme tamponu (Fermentas, Litvanya) 

 100 bç‟lik moleküler ağırlık belirteci (Seegene, Kore) 

 Etidyum Bromür (Sigma, ABD) 

 Sodyum asetat (Carlo Erba, Ġtalya) 

 Etanol (Riedel de Haen, Almanya) 

 

3.2. Çözeltilerin Hazırlanışı 

 

3.2.1. 5X Tris Borat EDTA (TBE) Çözeltisi HazırlanıĢı 

 

Trizma Baz 54 g 

Borik Asit 27.5 g 

0.5 M EDTA (pH: 8) 20 ml 

Kimyasallar çözündükten sonra 1 litre olacak Ģekilde üzerine distile su 

eklendi. 

 

3.2.2. 1X TBE Çözeltisi HazırlanıĢı 

 

200 ml 5X TBE, distile su ile 1000 ml‟ye tamamlandı. 

 

3.2.3. 0.5M EDTA Çözeltisi HazırlanıĢı 

 

186.1 g disodyum EDTA tartıldı. 800 ml distile su içerisinde çözüldü. 

NaOH ile pH 8 olacak Ģekilde hazırlandı. 
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3.2.4. Stok Etidyum Bromur Çözeltisi HazırlanıĢı 

 

10 mg etidyum bromür 1 ml distile suda çözülerek hazırlandı. 

 

3.2.5. 3M Sodyum asetat (NaOAc) Çözeltisi HazırlanıĢı 

 

NaOAc3H2O 0.04 g 

80 ml distile suda çözüldükten sonra, glasial asetik asit ile (pH:4.6)‟ya 

ayarlanarak hacim 100 ml‟ye tamamlandı. 

 

3.3. Agaroz Jel Hazırlanışı 

 

%2‟lik agaroz jel hazırlamak icin 2 g agaroz hassas terazide 

tartıldı. 1X TBE çözeltisi ile 100 ml‟ye tamamlandı. Mikrodalga fırın 

kullanılarak kaynatıldı. Agarozun homojen bir Ģekilde eritilmesinden ve 

sıcaklık 60oC‟ ye düĢtükten sonra elektroforez tepsisine döküldü. Jel 

donduktan sonra yatay elektroforez tankına yerleĢtirildi. Jelin üzerini 

örtecek Ģekilde 1X TBE çözeltisinden eklendi. 

 

3.3.1 Jel Boyasının Hazırlanması 

 

100 ml 1X TBE çözeltisi içinde 10 ml etidyum bromür solüsyonu 

hazırlandı. 

3.3.2. Orange G Jel Yükleme Boyası HazırlanıĢı 

 

Gliserol 55 ml 

Orange G 100 mg 

1X TBE çözeltisi 45 ml karıĢtırılarak çözülür. 
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3.4. Yöntemler  

 

ÇalıĢma iki bölümde gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢmanın birinci 

bölümünde proteomik analizler, ikinci bölümünde ise moleküler genetik 

analizler yapılmıĢtır. 

 

3.5. Proteomik Analizler: 

 

3.5.1. ÇalıĢma Grubu ve Klinik Özellikler: 

 

Bu çalıĢmaya Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Üroloji 

Kliniği‟ne baĢvuran BPH, prostat kanseri hastaları ve sağlıklı kiĢilerden 

oluĢan kontrol grubu dahil edilmiĢtir. 

ÇalıĢmanın protein profil analizi ile iliĢkili olan kısmını 50 

BPH, 47 prostat kanseri hastası, 20 radikal prostatektomi sonrası PSA 

değeri 0 olan hasta ve 20 sağlıklı kiĢilerden oluĢan kontrol grubu 

oluĢturmuĢtur. ÇalıĢmaya dahil edilen kiĢilerden kan örnekleri alınarak 

ayrılan serum örnekleri 100µl hacimlerde çalıĢılana kadar -80oC‟de 

saklanmıĢtır. Prostat kanseri hasta grubunda yaĢ aralığı 52-76 olup, yaĢ 

ortalaması 61 ± 0.3‟dür. BPH hasta grubunda yaĢ aralığı 50-77 olup, yaĢ 

ortalaması 62 ± 0.2‟dir. Radikal prostatektomi sonrası PSA değeri 0 olan 

hasta grubunda yaĢ aralığı 51-72 olup, yaĢ ortalaması 59 ± 0.4‟dür. 

Sağlıklı kiĢilerden oluĢan kontrol grubunda yaĢ aralığı 25-30 olup, yaĢ 

ortalaması 28 ± 0.65‟dir. ÇalıĢma grubunun demografik özellikleri Tablo 

3‟de verilmiĢtir. 

ÇalıĢmanın genomik analizi ile iliĢkili olan kısmında, 

retrospektif elde edilen prostat kanser ve benign prostat hipertrofisi parafin 

blok örnekleri Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Patoloji Anabilim Dalı‟ndan 

alınmıĢtır. ÇalıĢmaya 43 prostat kanseri hastası ve 44 benign prostat 

hipertrofisi dahil edilmiĢtir. 
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Tablo 3: Çalışma grubunun demografik özellikleri. 

 PSA 0-10 (ng/ml) 
Arası Olan Hastalar 

(N=47) 

PSA 0 Olan 
Hastalar 
(N=20) 

Kontrol (BPH) 
(N=50) 

Sağlıklı 
Kontrol 
(N=20) 

YaĢ Ortalama 61±0.3 59 ±0.4 62±0.2 28±0.65 

YaĢ Aralığı (52-76) (51-72) (50-77) (25-30) 

Klinik evre 
(cTNM) 

    

Grup I (cT1a-
cT1c) 

32 - - - 

Grup II (cT2a-
cT2c) 

15 - - - 

Grup III (cT3a-
cT4) 

- - - - 

Lenf nodu 
metastazı 

    

N0 - - - - 

Metastaz     

M0 - - - - 

Patolojik grade 
(GS) 

    

7 44 - - - 

≥7 3 - - - 

PSA Ortalama 
(ng/ml) 

5.75 - 6.24 0.3 

Serbest PSA 
Ortalama (ng/ml) 

1.04 - 1.29 - 

 

 

Bu çalıĢma için Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Yerel Etik 

Kurulu‟ndan 16.06.2006 tarihli ve 220 sayılı etik kurul onayı alınmıĢtır.  

 

3.5.2. Protein Profil Analizi: SELDI TOF (Surface Enhanced 

Desorption and Ionization Time of Flight) Tekniği ile Proteomik ÇalıĢması 

3.5.2.1. SPA Matriks (EAM- Energy Absorbing Molecules, 

Enerji absorbe eden moleküller) Hazırlanması 

 

 SPA matriks tüp içine 150 µl %1 Trifluorasetik asit (TFA) ve 150 µl 

%100 asetonitrol (ACN) eklendi. 
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 5 dakika düĢük hızda vortekslenip, 1 dakika 12.000 rpm‟de santrifüj 

edildi.  

3.5.2.2. CHCA Matriks (EAM- Energy Absorbing Molecules, 

Enerji Absorbe Eden Moleküller) Hazırlanması 

 

 CHCA matriks tüp içine 500 µl %1 Trifluorasetik asit (TFA) ve 500 µl 

%100 asetonitrol (ACN) eklendi. 

 5 dakika düĢük hızda vortekslenip, 1 dakika 12.000 rpm‟de santrifüj 

edildi.  

3.5.2.3. Protein ve Peptid Standartlarının Hazırlanması 

Proteomik inceleme kiti içinde bulunan protein standartı 25 µl 

20 mM amonyum asetat ile kuvvetlice karıĢtırıldı. Bu karıĢımdan 2 µl‟lik 

hacimler -20oC‟de çalıĢılana kadar saklandı. 

 

Protein standardının kalibrasyon için kullanımı: 2 µl eritilen 

protein kalibrasyon standartı 4 µl sature SPA matriks ile karıĢtırıldı. Protein 

standart kalibrasyonu için 1 µl karıĢım IMAC 30 bakır çip üzerine 

uygulandı. 

Proteomik inceleme kiti içinde bulunan 50 µl peptid standartı 

üzerine 1.5 ml tüp içinde 100 µl %5 TFA, 100 µl % 100 ACN, 200 µl 20mM 

amonyum asetat eklendi ve kuvvetlice karıĢtırıldı ve oda ısısında 5 dakika 

inkübe edildi. 5 µl hacimlerde -20oC‟de saklandı. 

 

Peptid standardının kalibrasyon için kullanımı: 2 µl eritilen 

peptid standartı 10 µl CHCA matriks ile karıĢtırıldı. Peptid standart 

kalibrasyonu için 1 µl karıĢım IMAC 30 bakır çip üzerine uygulandı. 
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3.5.2.4.Örneklerin Hazırlanması 

 

 -80oC‟de saklanan serum örnekleri çalıĢma baĢlamadan önce oda 

ısısında bekletilerek eritilmiĢtir. Üretici firma önerileri doğrultusunda 

aĢağıdaki çalıĢma basamakları gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 20 µl serum örneği 30 µl Chaps tamponu 1 ile karıĢtırıldı, 10 dakika 

+4˚C‟de soğutuldu.  

 Soğutulan örnekler üzerine 100 µl PBS tamponu eklendi. Çip 

hazırlanana kadar oda ısısında bekletildi. 

3.5.2.5. Çipin Hazırlanması (Çip Aktivasyonu) 

 

 20 µl Aktivasyon Tampon C çipin yüzeyine eklendi. 5 dakika oda 

sıcaklığında çalkalanarak inkübe edildi. Bu iĢlem 2 kere tekrarlandı. 

 Ġnkübasyon süresi sonunda çip yüzeyindeki sıvı boĢaltıldı.  

 Çipin yüzeyi 10 kez 100 µl deiyonize su ile yıkandı. 

 Çip yüzeyindeki sıvı boĢaltıldı. Çipin yüzeyine 20 µl Nötralizasyon 

Tampon E eklendi. 5 dakika oda sıcaklığında çalkalanarak inkübe 

edildi. 

 Ġnkübasyon süresi sonunda çip yüzeyindeki sıvı boĢaltıldı.  

 Çipin yüzeyi 10 kez deiyonize su ile yıkandı.  

 Çip yüzeyindeki sıvı boĢaltıldı. Çipin yüzeyine 200 µl PBS tamponu 

eklendi. 5 dakika oda sıcaklığında çalkalanarak inkübe edildi. 

 Ġnkübasyon süresi sonunda çip yüzeyindeki sıvı boĢaltıldı. 

3.5.2.6.Örneklerin Çipe Yüklenmesi 

 

 Hazırlanan örneklerin 50 µl‟si IMAC 30 bakır protein çipe yüklendi.  

 30 dakika oda sıcaklığında karıĢtırıcıda sallayarak inkübe edildi. 

Takiben üzerindeki sıvı boĢaltıldı. 
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 Çip 3 kez 100 µl PBS tamponuyla, ardından 3 kez deiyonize su ile 

yıkandı. 

 Yıkamalar sonrasında çip kurumaya bırakıldı. 

 Çipin yüzeyi kuruduktan sonra önceden hazırlanan 2 µl SPA matriks 

eklendi. 

 Çip karanlık ortamda kurumaya bırakıldı. 

 Çipin yüzeyi tamamen kuruduktan sonra çip yüzeyine bağlanan 

proteinler protein çip okuyucusu SELDI-TOF MS cihazında 

değerlendirildi. 

3.5.2.7. SELDI-TOF MS ile Protein Profillerinin 

Değerlendirilmesi 

 

 Veriler ortalama 80 lazer vuruĢundan sonra 240 yoğunlukta 8 detektör 

duyarlılığında değerlendirildi156. 

 Gruplar arasındaki karĢılaĢtırmalar SELDI-TOF MS cihazında bulunan 

yazılım programı Proteinchip Data Manager Software (Biorad, USA) ile 

yapıldı. 

 

3.6. Moleküler Genetik Analizler: 

ÇalıĢmanın bu bölümünde AR CAG tekrarları, PSA, RNASEL 

genlerindeki polimorfizmlerin moleküler genetik analizi yapılmıĢtır. 

 

3.6.1. Parafin Bloklardan Genomik DNA Eldesi: 

 

 Örnek bloklarındaki parafin fazlalıkları bistüri yardımıyla temizlendi. 

 5-10 µm kalınlıkta kesitler alındı. 

 Kesitler hemen 1.5-2 ml mikrosanrifüj tüplerine alındı ve üzerine 1 ml 

ksilen eklendi. Kapağı kapatılıp 10 saniye vortekslendi. 

 Oda ısısında maksimum hızla 2 dakika santrifüj edildi. 

 Süpernatan pipetlenerek atıldı. 
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 Pellete 1 ml etanol (%96-100) eklendi, vorteksle karıĢtırıldı. 

 Oda ısısında maksimum hızla 2 dakika santrifüj edildi. 

 Süpernatan pipetlenerek atıldı. 

 Tüpler 10 dakika oda ısısında etanol tamamen buharlaĢıncaya kadar 

inkübe edildi. 

 Pellet 180 µl ATL tamponu ile süspanse edildi, 20 µl proteinaz K 

eklendi ve vortekslenerek karıĢtırıldı. 

 1 saat 56oC‟de inkübe edildi. 

 1 saat 90oC‟de inkübe edildi. 

 Kapakta biriken damlalar için kısa süreli santrifüjlendi. 

 Örneğe 200 µl AL tamponu eklendi, vortekslenerek karıĢtırıldı ve 200 

µl etanol eklenerek tekrar karıĢtırıldı. 

 Kapakta biriken damlalar için kısa süreli santrifüjlendi. 

 OluĢan lizat dikkatlice QIAamp MinElute kolonlarına aktarıldı, kapak 

kapatılıp 6000 x g (8000 rpm) hızla 1 dakika santrifüj edildi. QIAamp 

MinElute kolonu 2 ml‟lik temiz bir tüpe aktarıldı. 

 QIAamp MinElute kolonu dikkatlice açıldı üzerine 500 µl AW1 

tamponu eklendi. Kapak kapatılıp 6000 x g (8000 rpm) hızla 1 dakika 

santrifüj edildi. QIAamp MinElute kolonu 2 ml‟lik temiz bir tüpe 

aktarıldı. 

 QIAamp MinElute kolonu dikkatlice açıldı üzerine 500 µl AW2 

tamponu eklendi. Kapak kapatılıp 6000 x g (8000 rpm) hızla 1 dakika 

santrifüj edildi. QIAamp MinElute kolonu 2 ml‟lik temiz bir tüpe 

aktarıldı. 

 Maksimum hızda (20,000 x g; 14000rpm) 3 dakika santrifüj edildi ve 

membran tamamen kurumaya bırakıldı. 

 QIAamp MinElute kolonu 1,5 ml‟lik temiz bir tüpe yerleĢtirildi ve 

QIAamp MinElute kolonu dikkatlice açıldı. Membranın ortasına 20-100 

µl ATE tamponu eklendi. 
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 Kapak kapatıldı ve 1 dakika oda ısında (15-25oC) inküde edildi. 

Maksimum hızda (20,000 x g; 14000rpm) 1 dakika santrifüj edildi. 

 

3.6.2. AR Geni Ekson 1 Bölgesinde (CAG)n Tekrarlarını 
Ġçeren Bölgenin Moleküler Genetik Analizi 

 
AR geni ekson 1 içerisinde yer alan (CAG)n tekrar sayısının  

belirlenmesi için fragment analizi yapıldı. 

 
3.6.2.1. AR Geni Ekson 1 Bölgesinde (CAG)n Tekrarlarını 

Ġçeren Bölgenin PZT ile Çoğaltılması 

 

   AR geninin ekson 1 bölgesinde tanımlanan üçlü tekrarların 

sayılarını belirlemek üzere aĢağıda tanımlı floresan iĢaretli primer seti 

kullanılarak ilgili bölge PZT yöntemi ile çoğaltıldı157 (ġekil 8). AR gen 

bölgesini çoğaltmak üzere seçilen primerler; 

 

AR-CAGF; 5‟FAM-TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC-3‟ 

AR-CAGR; 5‟-GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT-3‟ 

 

 
Şekil 8: AR geninin ekson 1 bölgesinde tanımlanan (CAG)n tekrarlarını içine alan 
bölgeyi çoğaltan primerler ve bölgenin genomdaki yerleşimi. ENSG00000169083 

 

Amplifikasyon sonucu eldesi beklenen ürünlerin uzunlukları ve tekrar 

sayıları Tablo 4‟te gösterilmiĢtir. 
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Tablo 4: PZT ürünlerinin uzunlukları ve tekrar sayıları 

 
PZT ürünü (bp) Tekrar sayısı 

261 13 
264 14 
267 15 
270 16 
273 17 
276 18 
279 19 
282 20 
285 21 
288 22 

 
 
3.6.2.2. AR Geni Ekson 1‟deki (CAG)n Tekrarları Ġçeren 

Bölgenin Tepkime KarıĢımı 

 

PZT tepkimesi karıĢımını hazırlamak için 1.5 mM MgCl2, 20 

μM dNTP, 20 pmol/µl her primerden, 1.0 U/µl Taq DNA polimeraz enzimi 

ve PZT tamponu kullanıldı. PZT karıĢımı ince çeperli 0.2‟lik tüplere 

dağıtıldıktan sonra saflaĢtırılan genomik DNA eklendi. PZT tüpünde son 

hacim 25 µl olup içeriği Tablo-5‟de verilmiĢtir. 

 

 

Tablo 5: AR geni ekson 1’deki (CAG)n tekrarları içeren bölgenin tepkime karışımı 

 
Karışım Stok Final konsantrasyon Toplam : 25 l 

dH2O - - 17.2 l 
PZT tamponu 10x  1x 2.5 l 
MgCI2 25 mM 1.5 Mm 1.5 l 

dNTP 
10 mM 20 M 0.2 l 

Primer F 100 pmol/ l 20 pmol/µl 0.2 l 
Primer R 100 pmol/ l 20 pmol/µl 0.2 l 
Taq DNA polimeraz 5 U/ l 1.0 U/µl 0.2 l 
DNA - - 3 l 
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3.6.2.3. AR Geni Ekson 1‟deki (CAG)n Tekrarlarını Ġçeren 

Bölgenin PZT Programı 

 

BaĢlangıç ayrılma iĢlemi için 94°C‟de 5 dk bir döngü bunu 

takiben aĢağıda belirtilen program ayarlanarak 30 döngü ve son uzama 

için ise 72°C‟de 5 dk bir döngü olacak Ģekilde PZT tepkimesi 

gerçekleĢtirildi. 

 

          Ayrılma                      94°C‟de 30 sn 

          Primer bağlanması          62°C‟ de 1dk     30 döngü  

          Uzama    72°C‟de 1dk 

 

Program sonunda hedef DNA bölgesi çoğaltılmıĢ oldu. 

 

3.6.2.4. AR Geni Ekson 1‟deki (CAG)n Tekrarlarını Ġçeren 

PZT Ürünlerinin Analizi 

 

   PZT ürünlerinin analizi agaroz jel elektroforez yöntemi ile 

gerçekleĢtirildi. Agaroz jel elektroforezi için hazırlanan kimyasal 

karıĢımların içerikleri belirtilmiĢtir. Bu bölge için %2‟lik agaroz jel 

hazırlanmıĢtır. 

 

3.6.2.5. AR Geni Ekson 1‟deki (CAG)n Tekrarlarının Analizi 

 

Herbir örnek için aĢağıda belirtilen oranlarda fragment 

karıĢımı ayrı ayrı hazırlandı. Fragment uzunluklarının belirlenmesinde 

internal standard olarak GeneScan-500 ROX kullanıldı. Bu karıĢım 

uzunlukları 35 ve 500 arasında değiĢen (35, 50, 75, 100, 139, 150, 160, 

200, 250, 300, 340, 350, 400, 450, 490, 500) 16 adet ROX iĢaretli tek 

zincirli DNA fragmanını içermektedir. Sıcaklık 80°C‟ ye geldikten sonra 

tüpler PZT cihazına yerleĢtirildi. 5 dk denatüre edildikten sonra -20°C‟ de 2 
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dk bekletildi. Tüpler otomatik DNA dizi analizi sistemine yerleĢtirildi. Tablo 

6‟da fragment analiz karıĢımı ve miktarları gösterildi. 

 

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

Karışım Toplam: 21.5 µl 

Formamid 20 µl 

ROX iĢaretli size Standard 0.5 µl 

FAM iĢaretli PZT ürünü 1 µl 

 

Örnekler 32 dk 600C‟de yürütüldükten sonra, GENESCAN v. 

3.0 programı kullanılarak analiz edildi. 

 

3.6.2.6. Döngüsel DNA Analizi Yöntemi ile AR Geni Ekson 

1‟deki (CAG)n Tekrar Sayılarının Doğrulanması 

 

Fragment analizi yöntemi ile TA tekrar sayıları belirlenen 

örneklerden her iki allelinde de tekrar sayıları eĢit olanlar, sonuçların 

doğrulanması amacıyla DNA dizi analizine tepkimesine alındı. 

Daha önceden çoğaltılmıĢ olan örneklere ait PZT ürünleri 

Invisorb Spin PCRapid Kit kullanılarak saflaĢtırıldı.  

1-2 ml‟lik ependorf tüpüne filtre yerleĢtirdi. 

2-PZT tüpüne 130 µl tampon fosfat eklendi. KarıĢım filtreye aktarılıp 1 dk 

bekletildi. 

3-30 sn 10.000 x rpm de santrifüj edildi. Çökelti kısmı atıldı. 

4-700 µl yıkama çözeltisi filtrenin üzerine eklenip, 30 sn 10.000 x rpm de 

santrifüj edildi. 

5-Çökelti kısmı atıldı. Filtre aynı ependorf tüpüne tekrar yerleĢtirilip, 3 dk 

14.000 x rpm de kalan yıkama çözeltisi uzaklaĢtırılması için santrifüj edildi. 

6-Filtre yeni 1.5 ml‟lik ependorf tüpüne aktarıldı. 20 µl örnek seyrelti 

çözeltisi filtreye yüklendi. 3 dk oda sıcaklığında bekletildi. 

7-1 dk 10.000 x rpm de santrifüj edildi. Filtre atıldı. Böylelikle çökeltideki 

PZT ürünü kontrol amaçlı saf halde elde edildi. 
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3.6.2.7. SaflaĢtırılan PZT Ürünlerinin Agaroz Jel 

Elektroforezinde Analizi 

 

SaflaĢtırılan PZT ürünlerinin analizi agaroz jel elektroforez 

yöntemi ile gerçekleĢtirildi. %2‟lik agaroz jele örneklerden 5 l yüklenerek 

PZT ürünleri kontrol edildi. 

 

3.6.2.8. Döngüsel DNA Dizi Analizi Tepkime KarıĢımı 

 

AR geni, (CAG)n tekrarlarını içeren gen bölgesinin döngüsel 

dizi analizi tepkimesi BigDyeR Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit ve 

ona ait protokol kullanılarak gerçekleĢtirildi. DNA dizi analizi tepkimesi icin 

kullandığımız primer dizisi aĢağıda gösterilmiĢtir. DNA dizi analizi 

amplifikasyon karıĢımı Tablo 7‟de verildi. 

 

AR-CAGR; 5‟ GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT-3‟ 

 

Tablo 7 : DNA dizi analizi amplifikasyon karışımı 

dH2O 7.5 μl 

Dizi Analizi kit karıĢımı  8 μl 

Primer  0.5 μl 

SaflaĢtırılmıĢ PZT ürünü 4 μl 

 

Isı 94 oC‟ye geldikten sonra tüpler otomatik ısı döngü 

cihazına yerleĢtirildi. BaĢlangıç ayrılma iĢlemi için 95°C‟de 5 dk bir döngü 

bunu takiben aĢağıda belirtilen program ayarlanarak 25 döngü olacak 

Ģekilde PZT tepkimesi gerçekleĢtirildi. 

 

     Ayrılma                        95°C‟de 10 sn 

     Primer bağlanması 50°C‟de 5 sn             25 döngü 

     Uzama                   60°C‟de 4dk 
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Döngüler tamamlandıktan sonra, DNA dizi analizi tepkimesi 

sonrası saflaĢtırma iĢlemi aĢağıda yazılı protokole göre yapıldı: 

1-Döngüsel dizi analizi tepkimesi sonrası PZT tüpünün üzerine 2 μl (3mM 

pH:4.6) NaOAc dan eklendi. 

2-Üzerine 50 μl % 96‟lık etil alkol eklendi. 

3-KarıĢım 1.5 ml‟lik ependorf tüpüne aktarıldı, hafifçe vurularak karıĢtırıldı. 

4-Buz üzerinde 15 dk bekletildi. 

5-Süre sonunda beklemeden 20 dk 13.000 x rpm de santrifuj edildi. 

6-Üstte kalan kısım pipet yardımıyla uzaklaĢtırıldı. 

7-Geriye kalan çökelti oda ısısında kurumaya bırakıldı. 

8-Üzerine 20 μl formamid eklenerek 0.5 ml‟lik ependorf tüpüne aktarıldı. 

9-94 °C‟ de denaturasyon iĢlemi yapıldıktan sonra -20 °C‟ de 2 dk 

bekletildi. 

10-Tüpler Otomatik DNA dizi analizi sistemine yerleĢtirilerek örnekler 

okutularak analiz edildi. 

 

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

G>A (rs266882) Polimorfizminin Moleküler Genetik Analizi 

 

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

(rs266882) polimorfizminin belirlenmesi için PZT-RFLP yöntemi kullanıldı. 

 

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

G>A (rs266882) Polimorfizmini Ġçeren Bölgenin PZT ile Çoğaltılması 

 

AĢağıda belirtilen özgül primerler kullanılarak polimorfizmi 

içeren bölge PZT yöntemi ile çoğaltıldı. PSA/KLK3 geninin 297 bç‟lik 
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bölgesini çoğaltmak üzere seçilen primerler ġekil 9 ve tepkime karıĢımları 

Tablo 8‟de verilmiĢtir158. 

 

Ġleri Primer (forward primer) 5'-TTGTATGAAGAATCGGGGATCGT-3'  

Geri Primer (reverse Primer) 5'-TCCCCCAGGAGCCCTATAAAA-3' 

 

Şekil 9: PSA/KLK3 genine ait 297 bç’lik bölümünü çoğaltan primerler, bölgenin 
genomdaki yerlesimi ve -158 G>A (rs266882) polimorfizmi için kullanılan 
restriksiyon enzimi ve kesim yeri. Referans: ENSG00000142515 giriş no’lu dizi. 

 

3.6.3.2. KLK3 -158 Polimorfizmini Ġçeren Bölgenin PZT 

Tepkime KarıĢımı 

 

Hedef DNA bölgesini çoğaltmak için tepkime esnasında son 

konsantrasyonları 1xPZT tamponu, 2 mM MgCI2, 0.2 mM dNTP, her iki 

primerden 0.6 µM, 1 U / 50 µl Taq DNA polimeraz enzimi olacak Ģekilde 

stok çözeltilerden Tablo 8‟de belirtilen miktarda mikropipet yardımı ile 

çekildi. Tepkime karıĢımı 0.2 ml‟lik tüplere dağıtıldı ve üzerine saflaĢtırılan 

genomik DNA eklendi. Tüm iĢlemler, tepkimenin doğru gerçekleĢmesi için 

buz üstünde yapıldı. Ardından otomatik ısı döngü cihazına yerleĢtirilerek 

tepkime gerçekleĢtirildi. 
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Tablo 8: KLK3-158 gen bölgesi için PZR tepkime karışımı 

 
Stok Son konsantrasyon 

Toplam hacim: 
50 μL 

dH2O - - 37.3 μl 

Tampon Çözeltisi (10X) 10X 1X 5    μl 

MgCI2 (25 mM) 25 mM 1.5 mM 3    μl 

dNTP‟ler (10 mM) 10 mM 0.2 mM 0.5 μl 

Primer F (100 μM) 100 μM 0.6 μM 0.5 μl 

Primer R (100 μM) 100 μM 0.6 μM 0.5 μl 

Taq DNA polimeraz (5 U/μl) 5 U/μl 0.026 U/μl 0.2 μl 

DNA - - 3 μl 

 

3.6.3.3. KLK3-158 Polimorfizmini Ġçeren Bölgenin PZT 

Programı 

 

BaĢlangıç ayrılma islemi için 94°C‟de 5 dk bir döngü bunu 

takiben aĢağıda belirtilen program ayarlanarak 30 döngü ve son uzama 

için ise 72°C‟de 5 dk bir döngü olacak sekilde PZT tepkimesi 

gerçekleĢtirildi. 

 

Ayrılma     94°C‟de 30 sn 

Primer bağlanması    60°C‟de 1 dk          30 döngü 

Uzama     72°C‟de 1.5 dk 

 

Program sonunda hedef DNA bölgesi çoğaltılmıĢ oldu. 

 

3.6.3.4. KLK3 -158 Polimorfizmini Ġçeren Bölgeye Ait PZT 

Ürünlerinin Analizi 

 

PZT tepkimesi sonrasında elde edilen PCR ürünlerinin 

agaroz jelde elektroforezi yapıldı. Bunun için daha önceden hazırlanmıĢ 

1X TBE tamponu ile hazırlanmıĢ olan %2‟lik agaroz jele DNA 

örneklerinden 7 μL alınarak, 3 μl Orange G jel yükleme tamponu ile 
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karıĢtırılıp jeldeki kuyulara yüklendi. Aynı zamanda kuyulardan birine de 

100 baz çiftlik (bç) DNA moleküler ağırlık belirteci yüklenerek, 1X TBE 

tamponunun içerisinde 45 dk 100 volt sabit akımda yürütüldü. Süre 

sonunda “Syngene Ingenius Bioimaging” görüntüleme sistemi kullanılarak 

jellerin fotoğrafı çekildi.  

 

3.6.3.5. KLK3-158 Polimorfizminin Belirlenmesi Ġçin PZT 

Ürünlerinin NheI Restriksiyon Enzimi ile Kesimi 

 

NheI, Neisseria mucosa heidelbergensis bakterisinden elde 

edilen bir restriksiyon enzimidir. Çift zincirli DNA‟ yı aĢağıda gösterilen 

diziden tanıyarak kesim yapar. 

5‟-G CTAGC-3‟ 

3‟-CGATC G-5‟ 

PZR tepkimesi sonrası 297 baz çiftlik PZR ürünü NheI 

restriksiyon enzimi ile kesimlenmiĢtir. Bu bölgede -158. nükleotit NheI 

kesim noktası taĢımaktadır. Guanin→ Adenin (G→A) bir nükleotit değiĢimi 

olması halinde NheI enziminin tanıdığı bir bölge kaybolmaktadır. Bu 

nükleotit değiĢimi olmayan (AA) bireylerde 297 baz çiftlik tek bant, 

heterozigot bireylerde (GA) 297, 149 ve 148 baz çiftlik üç bant, her iki 

alelinde değiĢim görülen bireylerde (GG) 149 ve 148 baz çiftlik iki bant 

görülecektir.  

 

3.6.3.5.1 Deneyin YapılıĢı 
 
1- 1.5 ml‟ lik ependorf tüpünün içine 15 µl PCR ürünü 

eklendi.  

2- 18 µl son hacim içersinde 10 U/µl NheI enzimi ve 1x kesim 

tamponu (pH 7.9, 25 oC) ilave edildi.  

3- 37°C‟ de 60 dk inkübe edildi. 
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4- Ġnkübasyon sonrası tüplerin içine 3 µl Orange G jel 

yükleme boyası eklendi. 

5- %2‟ lik agaroz jelde ΦX174 DNA moleküler ağırlık belirteci 

eĢliğinde 30 dakika 100 volt sabit akımda yürütüldü. 

 

3.6.4. PSA/KLK3 Geni Kontrol Bölgesinde Yer alan -252 G>A 

(rs4802754) Polimorfizmini Moleküler Genetik Analizi 

 

PSA/KLK3 Geninin kontrol bölgesinde yer alan -252 G>A 

(rs402754) polimorfizminin belirlenmesi için PZT-RFLP yöntemi kullanıldı. 

 

3.6.4.1. PSA/KLK3 Geni Kontrol Bölgesinde Yer alan -252 

G>A (rs4802754) Polimorfizmini Ġçeren Bölgenin PZT ile Çoğaltılması 

 

AĢağıda belirtilen özgül primerler kullanılarak polimorfizmi 

içeren bölge PZT yöntemi ile çoğaltıldı. PSA/KLK3 geninin 204 bç‟lik 

bölgesini çoğaltmak üzere seçilen primerler ġekil 10 ve tepkime 

karıĢımları Tablo 9‟da verilmiĢtir159. 

Ġleri Primer (forward primer) 5'-ATCTCCTGAGTGCTGGTGTCTTA-3' 

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

Şekil 10: PSA/KLK3 genine ait 204 bç’lik bölümünü çoğaltan primerler, bölgenin 
genomdaki yerlesimi ve -252 G>A (rs4802754) polimorfizmi için kullanılan 
restriksiyon enzimi ve kesim yeri. Referans: ENSG00000142515 giriş no’lu dizi. 
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3.6.4.2. KLK3 -252 Polimorfizmini Ġçeren Bölgenin PZT 

Tepkime KarıĢımı 

 

Hedef DNA bölgesini çoğaltmak için tepkime esnasında son 

konsantrasyonları 1xPZT tamponu, 2 mM MgCI2, 0.2 mM dNTP, her iki 

primerden 0.6 µM, 1 U / 50 µl Taq DNA polimeraz enzimi olacak Ģekilde 

stok çözeltilerden Tablo 9‟da belirtilen miktarda mikropipet yardımı ile 

çekildi. Tepkime karıĢımı 0.2 ml‟ lik tüplere dağıtıldı ve üzerine saflaĢtırılan 

genomik DNA eklendi. Tüm iĢlemler, tepkimenin doğru gerçekleĢmesi için 

buz üstünde yapıldı. Ardından otomatik ısı döngü cihazına yerleĢtirilerek 

tepkime gerçekleĢtirildi. 

 

Tablo 9: KLK3-252 gen bölgesi için PZR tepkime karışımı 

 
Stok 

Son 
konsantrasyon 

Toplam hacim:  
50 μL 

dH2O - - 37.3 μl 

Tampon Çözeltisi (10X) 10X 1X 5    μl 

MgCI2 (25 mM) 25 mM 1.5 mM 3    μl 

dNTP‟ler (10 mM) 10 mM 0.2 mM 0.5 μl 

Primer F (100 μM) 100 μM 0.6 μM 0.5 μl 

Primer R (100 μM) 100 μM 0.6 μM 0.5 μl 

Taq DNA polimeraz (5 U/μl) 5 U/μl 0.026 U/μl 0.2 μl 

DNA - - 3 μl 

 

3.6.4.3. KLK3-252 Polimorfizmini Ġçeren Bölgenin PZT 

Programı 

 

KLK3-252 gen bölgesi için baĢlangıç ayrılma iĢlemi için 

95°C‟de 5 dk bir döngü bunu takiben aĢağıda belirtilen program 

ayarlanarak 30 döngü ve son uzama için ise 72°C‟de 5 dk bir döngü 

olacak Ģekilde PZT tepkimesi gerçekleĢtirildi. 

 



 48 

Ayrılma    95°C‟de 30 sn 

Primer bağlanması   68°C‟de 1 dk            30 döngü 

Uzama    72°C‟de 1 dk 

 

Program sonunda hedef DNA bölgesi çoğaltılmıĢ oldu. 

 

3.6.4.4. KLK3 -252 Polimorfizmini Ġçeren Bölgeye Ait PZT 

Ürünlerinin Analizi 

PZT tepkimesi sonrasında elde edilen PCR ürünlerinin 

agaroz jelde elektroforezi yapıldı. Bunun için daha önceden hazırlanmıĢ 

1X TBE tamponu ile hazırlanmıĢ olan %2‟lik agaroz jele DNA 

örneklerinden 7 μL alınarak, 3 μl Orange G jel yükleme tamponu ile 

karıĢtırılıp jeldeki kuyulara yüklendi. Aynı zamanda kuyulardan birine de 

100 baz çiftlik (bç) DNA moleküler ağırlık belirteci yüklenerek, 1X TBE 

tamponunun içerisinde 45 dk 100 volt sabit akımda yürütüldü. Süre 

sonunda “Syngene Ingenius Bioimaging” görüntüleme sistemi kullanılarak 

jellerin fotoğrafı çekildi.  

3.6.4.5. KLK3-252 Polimorfizminin Belirlenmesi için PZT 

Ürünlerinin NIaIII Restriksiyon Enzimi ile Kesimi  

 

  NIaIII, Neisseria lactamica bakterisinden elde edilen bir 

restriksiyon enzimidir. Çift zincirli DNA‟ yı aĢağıda gösterilen diziden 

tanıyarak kesim yapar. 

5‟-C ATG-3‟ 

3‟-GTA C-5‟ 
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PZR tepkimesi sonrası 204 baz çiftlik PZR ürünü NIaIII 

restriksiyon enzimi ile kesimlenmiĢtir. Bu bölgede -252. nükleotit NIaIII 

kesim noktası taĢımaktadır. Guanin→ adenin (G→A) bir nükleotit değiĢimi 

olması halinde NIaIII enziminin tanıdığı bir bölge ortadan kalkmaktadır. Bu 

nükleotit değiĢimi olmayan (GG) bireylerde 163,41 baz çiftlik iki bant, 

heterozigot bireylerde (GA) 163, 126, 41 ve 37 baz çiftlik dört bant, her iki 

alelinde değiĢim görülen bireylerde (AA) 126, 41, 37 baz çiftlik bantlar 

görülecektir. 

 
3.6.4.5.1. Deneyin YapılıĢı 
 

1- 1.5 ml‟ lik ependorf tüpünün içine 15 µl PCR ürünü eklendi.  

2- 18 µl son hacim içersinde 10 U/µl NIaIII enzimi ve 1x kesim tamponu 

(pH 7.9, 25 oC) ilave edildi.  

3- 37°C‟ de 60 dk inkübe edildi. 

4- Ġnkübasyon sonrası tüplerin içine 3 µl Orange G jel yükleme boyası 

eklendi. 

5- %2‟ lik agaroz jelde ΦX174 DNA moleküler ağırlık belirteci eĢliğinde 30 

dakika 100 volt sabit akımda yürütüldü. 

 

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

Moleküler Genetik Analizi 

 

RNASEL geninde yer alan D541E T>G (rs627928) 

polimorfizminin belirlenmesi için PZT-RFLP yöntemi kullanıldı. 

 

3.6.5.1. RNASEL Geni D541E T>G (rs627928) 

Polimorfizmini Ġçeren Bölgenin PZT ile Çoğaltılması 

 

AĢağıda belirtilen özgül primerler kullanılarak polimorfizmi 

içeren bölge PZT yöntemi ile çoğaltıldı. PSA/KLK3 geninin 361 bç‟lik 
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bölgesini çoğaltmak üzere seçilen primerler ġekil 11 ve tepkime 

karıĢımları Tablo 10‟da verilmiĢtir. 

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

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

 
Şekil 11: RNASEL genine ait 361 bç’lik bölümünü çoğaltan primerler, bölgenin 
genomdaki yerlesimi ve D541E T>G (rs627928) polimorfizmi için kullanılan 
restriksiyon enzimi ve kesim yeri. Referans: ENSG00000135828 giriş no’lu dizi. 

 

3.6.5.2. RNASEL D541E Polimorfizmini Ġçeren Bölgenin PZT 

Tepkime KarıĢımı 

 

Hedef DNA bölgesini çoğaltmak için tepkime esnasında son 

konsantrasyonları 1xPZT tamponu, 2 mM MgCI2, 0.2 mM dNTP, her iki 

primerden 0.6 µM, 1 U / 50 µl Taq DNA polimeraz enzimi olacak Ģekilde 

stok çözeltilerden Tablo 10‟da belirtilen miktarda mikropipet yardımı ile 

çekildi. Tepkime karıĢımı 0.2 ml‟ lik tüplere dağıtıldı ve üzerine saflaĢtırılan 

genomik DNA eklendi. Tüm iĢlemler, tepkimenin doğru gerçekleĢmesi için 

buz üstünde yapıldı. Ardından otomatik ısı döngü cihazına yerleĢtirilerek 

tepkime gerçekleĢtirildi. 
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Tablo 10: RNASEL D541E gen bölgesi için PZR tepkime karışımı 

 
Stok 

Son 
konsantrasyon 

Toplam hacim:  
50 μL 

dH2O - - 37.3 μl 

Tampon Çözeltisi (10X) 10X 1X 5    μl 

MgCI2 (25 mM) 25 mM 1.5 mM 3    μl 

dNTP‟ler (10 mM) 10 mM 0.2 mM 0.5 μl 

Primer F (100 μM) 100 μM 0.6 μM 0.5 μl 

Primer R (100 μM) 100 μM 0.6 μM 0.5 μl 

Taq DNA polimeraz (5 U/μl) 5 U/μl 0.026 U/μl 0.2 μl 

DNA - - 3 μl 

 

3.6.5.3. RNASEL D541E Polimorfizmini Ġçeren Bölgenin PZT 

Programı 

 

RNASEL D541E gen bölgesi için baĢlangıç ayrılma iĢlemi 

için 95°C‟de 5 dk bir döngü bunu takiben aĢağıda belirtilen program 

ayarlanarak 30 döngü ve son uzama için ise 72°C‟de 5 dk bir döngü 

olacak Ģekilde PZT tepkimesi gerçekleĢtirildi. 

 

Ayrılma    95°C‟de 30 sn 

Primer bağlanması   55°C‟de 1 dk         30 döngü 

Uzama    72°C‟de 1 dk 

 

Program sonunda hedef DNA bölgesi çoğaltılmıĢ oldu. 

 

3.6.5.4. RNASEL D541E Polimorfizmini Ġçeren Bölgeye Ait 

PZT Ürünlerinin Analizi 

 

PZT tepkimesi sonrasında elde edilen PCR ürünlerinin 

agaroz jelde elektroforezi yapıldı. Bunun için daha önceden hazırlanmıĢ 

1X TBE tamponu ile hazırlanmıĢ olan %2‟lik agaroz jele DNA 
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örneklerinden 7 μL alınarak, 3 μl Orange G jel yükleme tamponu ile 

karıĢtırılıp jeldeki kuyulara yüklendi. Aynı zamanda kuyulardan birine de 

100 baz çiftlik (bç) DNA moleküler ağırlık belirteci yüklenerek, 1X TBE 

tamponunun içerisinde 45 dk 100 volt sabit akımda yürütüldü. Süre 

sonunda “Syngene Ingenius Bioimaging” görüntüleme sistemi kullanılarak 

jellerin fotoğrafı çekildi.  

3.6.5.5. RNASEL 541 Polimorfizminin Belirlenmesi için PZT 

Ürünlerinin MboI Restriksiyon Enzimi ile Kesimi 

 

 

MboI, Moraxella bovis bakterisinden elde edilen bir 

restriksiyon enzimidir. Çift zincirli DNA‟ yı aĢağıda gösterilen dizisinden 

tanıyarak kesim yapar. 

5‟- GATC-3‟ 

3‟-CTAG -5‟ 

 

PZR tepkimesi sonrası 361 baz çiftlik PZR ürünü MboI 

restriksiyon enzimi ile kesimlenmiĢtir. Timinin → Guanine (T→G) değiĢimi 

durumunda MboI enziminin tanıdığı bir bölge kaybolmaktadır.  Bu nükleotit 

değiĢimi olmayan (GG) bireylerde 361 baz çiftlik tek bant, heterozigot 

bireylerde (GT) 361, 210, ve 151 baz çiftlik üç bant, her iki alelinde 

değiĢim görülen bireylerde (TT) 210,151 baz çiftlik iki bant görülecektir. 

 
 
3.6.5.5.1. Deneyin YapılıĢı 
 

1- 1.5 ml‟ lik ependorf tüpünün içine 15 µl PZR ürünü eklendi.  

2- 18 µl son hacim içersinde 10 U/µl MboI enzimi ve 1x kesim tamponu 

(pH 7.9, 25 oC) ilave edildi.  

3- 37°C‟ de 60 dk inkübe edildi. 
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4- Ġnkübasyon sonrası tüplerin içine 3 µl Orange G jel yükleme boyası 

eklendi. 

5- %2‟ lik agaroz jelde ΦX174 DNA moleküler ağırlık belirteci eĢliğinde 30 

dakika 100 volt sabit akımda yürütüldü. 

 

3.7. Biyoinformatik analiz programları 

 

ÇalıĢmanın proteomik verileri SELDI-TOF MS için 

tasarlanmıĢ olan yazılım programı Proteinchip Data Manager Software 

(BioRAD, ABD) ile değerlendirilmiĢtir. 
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4. BULGULAR 
 
ÇalıĢma grubumuzu GÜTF Üroloji Kliniğine baĢvuran 47 

prostat kanseri hastası, 50 BPH olan birey (rebiyopsi yapılan) 20 radikal 

prostatektomi sonrası PSA değeri 0 olan hasta ve 20 sağlıklı kontroller 

oluĢturdu. ÇalıĢmanın ilk bölümünde tüm bireylerden elde edilen serum 

örnekleri proteomik düzeyde araĢtırıldı.  

ÇalıĢmanın ikinci bölümünde ise prostat kanseri hastalarının 

ve BPH bireylerin parafine gömülü dokularından DNA izole edilerek, PSA 

RNASEL ve AR genlerinde tanımlanan polimorfizmlerin sıklıkları 

araĢtırıldı. Polimorfizmlerin prostat kanseri ve BPH kontrol grubuna ait 

verilerinin Hardy-Weinberg eĢitliğine uygunluğu araĢtırıldığında, prostat 

kanserli hasta grubunda PSA -158, PSA -252, ve RNASEL D541E için 

sırasıyla p değeri, 0.00030, 0.0098 ve 0.0070, BPH kontrol grubunda ise 

bu değerler 0.145, 0.758 ve 0.068 olarak tespit edildi.  

 

4.1. Proteomik Analiz Sonuçları 

 

Kontrol gruplarıyla karĢılaĢtırıldığında prostat kanseri olan 

grupta 7 farklı serum proteini belirlendi (p<0.01). Prostat kanseri grubunda 

normal serum seviyesinden düĢük olan 4 ve yüksek olan 3 tane protein 

bulundu (Tablo 11).  
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Tablo 11. Proteomik analiz sonuçları 
 
Gruplar Belirleyici Ekspresyon 

Prostat Kanseri – Sağlıklı Kontrol 6447 Da (p=0.00000012) Azalan – 
Artan 
ekspresyon 

 6628 Da (p=0.00000024) Azalan – 
Artan 
ekspresyon 

 8134 Da (p=0.00106993) Artan - 
Azalan 
ekspresyon 

Prostat Kanseri – Benign Prostat 
Hipertrofisi 

6428 Da (p= 0.000001716) Azalan – 
Artan 
ekspresyon 

                            (Rebiyopsi) 4481 Da (p= 0.000567038) Artan - 
Azalan 
ekspresyon 

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

 6628 Da (p=0.00001953) Azalan – 
Artan 
ekspresyon 

 8939 Da(p= 0.002154045) Artan - 
Azalan 
ekspresyon 

 

Sağlıklı erkek hastalar grubuyla karĢılaĢtırıldığında prostat 

kanseri grubunda 6447 Da ve 6628 Da ağırlığındaki proteinler serumda 

düĢük seviyelerde ve 8134 Da protein yüksek seviyelerde bulundu.  

PSA yüksekliğine sekonder birden fazla biopsi yapılmıĢ ve 

prostat kanseri saptanmamıĢ hasta grubuyla karĢılaĢtırıldığında prostat 

kanseri grubunda 6428 Da ağırlığındaki protein serumda düĢük 

seviyelerde ve 4481 Da protein yüksek seviyelerde bulundu. Prostat 

kanseri ve BPH karĢılaĢtırılmasında saptanan 6428 Da ağırlığındaki 

proteine ait biyoinformatik analiz ve proteinin parmak izi haritası ġekil12‟de 

gösterildi. Aynı proteinin kromatografik analiz görüntüsü ġekil 13‟de verildi. 

PSA 0 olan hasta grubuyla karĢılaĢtırıldığında prostat kanseri 

grubunda 5580 Da ve 6628 Da ağırlığındaki proteinler serumda düĢük 

seviyelerde ve 8939 Da protein yüksek seviyelerde bulundu.  
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Şekil 12: Prostat kanseri ve BPH karşılaştırılmasında saptanan 6428 Da 
ağırlığındaki proteine ait biyoinformatik analiz ve proteinin parmak izi haritası.  
 
 

 

Şekil 13: 6428 Da ağırlığındaki proteinin kromatografik analiz görüntüsü. 

 

Tüm bu proteinler içerisinde kontrol grupları (sağlıklı grup ve 

PSA 0) ve prostat kanserli hasta grubu karĢılaĢtırılmasında serumda daha 

düĢük seviyelerde saptanan 6628 Da ağırlığındaki protein ayrıcalıklı olarak 
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değerlendirildi (p<0.001) (ġekil 14). Aynı proteinin kromatografik analiz 

görüntüsü ġekil 15‟de verildi. 

 

 
 
Şekil 14: Prostat kanseri ve kontrol grupları karşılaştırılmasında saptanan 6628 Da 
ağırlığındaki proteine ait biyoinformatik analizi. 

 

 

Şekil 15: 6628 Da ağırlığındaki proteinin kromatografik analiz görüntüsü. 

 

Prostat kanseri, BPH ve PSA 0 olan tüm hastalıkla iliĢkili 

gruplar ve sağlıklı kontrol grubu karĢılaĢtırıldığında hastalıkla iliĢkili 
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gruplarda 2566 Da, 5152 Da ve 6438 Da ağırlığındaki proteinler serumda 

düĢük seviyelerde kontrol grubunda ise yüksek seviyelerde bulundu. 

Prostat kanseri, BPH ve PSA 0 olan tüm hastalıkla iliĢkili gruplar ve 

sağlıklı kontrol grubu karĢılaĢtırılması sonucunda elde edilen biyoistatistik 

sonuçları ile iliĢkili bilgisayar verileri ġekil 16, 17 ve 18‟de ve grafiksel 

değerledirilmeleri de Grafik 1, 2 ve 3‟de gösterildi. 
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Şekil 16: Tüm hastalıkla ilişkili gruplar ve sağlıklı kontrol grubu karşılaştırılmasında 
saptanan 2566 Da ağırlığındaki proteine ait biyoistatistik analiz verileri. 
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Grafik 1: Tüm hastalıkla ilişkili gruplar ve sağlıklı kontrol grubu karşılaştırılmasında 
saptanan 2566 Da ağırlığındaki proteinin grafiksel değerlendirilmesi. 
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Şekil 17: Tüm hastalıkla ilişkili gruplar ve sağlıklı kontrol grubu karşılaştırılmasında 
saptanan 5152 Da ağırlığındaki proteine ait biyoistatistik analiz verileri. 
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Grafik 2: Tüm hastalıkla ilişkili gruplar ve sağlıklı kontrol grubu karşılaştırılmasında 
saptanan 5152 Da ağırlığındaki proteinin grafiksel değerlendirilmesi. 
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Şekil 18: Tüm hastalıkla ilişkili gruplar ve sağlıklı kontrol grubu karşılaştırılmasında 
saptanan 6438 Da ağırlığındaki proteine ait biyoistatistik analiz verileri. 
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Grafik 3: Tüm hastalıkla ilişkili gruplar ve sağlıklı kontrol grubu karşılaştırılmasında 
saptanan 6438 Da ağırlığındaki proteinin grafiksel değerlendirilmesi. 
 

 

4.2. Moleküler Genetik Analiz Sonuçları 

 
4.2.1 AR Geni Ekson 1 bölgesinde (CAG)n Tekrarlarının 

PZT Sonuçları 
 

43 prostat kanseri ve 44 kontrole ait PZT ürünleri %2‟lik 

agaroz jelde yürütüldü. (CAG)n polimorfizmini içeren (261-288) baz çifti 

arasına karĢılık gelen bantlar moleküler ağırlık belirteci ile karĢılaĢtırıldı 

(ġekil 19). 
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Şekil 19: 261-288 bç’lik bantları gösteren jel görüntüsü: (CAG)n tekrar polimorfizmini 
içine alan gen bölgesine ait PZT sonuçlarının %2’lik agaroz jeldeki görüntüsü  B: 100 
bç’lik moleküler ağırlık belirteci, 1, 2, 3, 4, 5, 6 no’lu kuyular - PZT ürünleri. 

   

4.2.1.1 AR Geni Ekson 1‟deki (CAG)n Tekrarlarının 
Fragment Analizi Sonuçları 

 
Fragment analizi yöntemi ile herbir bireye ait (CAG)n tekrar 

sayıları belirlendi. Hasta ve kontrol grubunda en fazla gözlenen tekrar 

sayıları örnek olarak seçilerek (ġekil 20-24) arasında gösterildi.  

 

 
Şekil 20: AR geni ekson 1 bölgesinde 16 CAG tekrar sayısına sahip bireyin 
fragment analizi görüntüsü.  
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Şekil 21: AR geni ekson 1 bölgesinde 17 CAG tekrar sayısına sahip bireyin 
fragment analizi görüntüsü.  

 

 
Şekil 22: AR geni ekson 1 bölgesinde 18 CAG tekrar sayısına sahip bireyin 
fragment analizi görüntüsü.  

 
 

 
Şekil 23: AR geni ekson 1 bölgesinde 19 CAG tekrar sayısına sahip bireyin 
fragment analizi görüntüsü.  

 
 

 
Şekil 24: AR geni ekson 1 bölgesinde 20 CAG tekrar sayısına sahip bireyin 
fragment analizi görüntüsü.  

 
Fragment analizi yöntemi ile tekrar sayıları belirlenen 

örneklerden aynı tekrar sayısına sahip 5 bireyin sonuçları DNA analizi 

yöntemi ile doğrulandı (ġekil 25). 
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Şekil 25: AR geni ekson 1 bölgesinde 21 CAG tekrar sayısına sahip 
bireyin dizi analizi görüntüsü.  
 

Hasta ve kontrol grubundaki AR geni CAG tekrar sayılarının 

dağılımları Grafik 4‟de gösterilmiĢtir. AR geni CAG tekrar polimorfizmleri 

için 13 ve 22 arasında farklı tekrar sayıları izlendi.   

 
 

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

 
Prostat kanserli hastalarda CAG tekrar sayısı 17‟den düĢük 

olanların sıklığı %23.3 ve 17 ve üzeri CAG tekrar sayısına sahip bireylerin 

sıklığı ise %76.7‟dir. Kontrol grubunda ise CAG tekrar sayısı 17‟den düĢük 

olanların sıklığı %27.3 ve 17 ve üzeri CAG tekrar sayısına sahip bireylerin 

sıklığı ise %72.7‟dir (Tablo 12). Ancak hasta ve kontrol grubu arasında 

istatistiksel olarak bir fark belirlenmemiĢtir (p>0.05). 
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Tablo 12: Prostat kanserli bireylerde ve kontrollerde AR geni CAG tekrar sayısı 
polimorfizminin dağılımı 

 BPH 
n= 47 

PCa 
N=50 

P değeri OO (%95 GA) P 
değeri 

Genotipler N (%) N (%)    

(CAG)n tekrarları 0.666   
<17 12 27.3 10 23.3  1  
≥17 32 72.7 33 76.7  1.24 (0.47-3.26) 0.666 

 
 

4.2.2. PSA/KLK3 Geni Kontrol Bölgesinde Yer alan -158 

G>A (rs266882) Polimorfizmini Ġçeren Bölgenin PZT  Sonuçları 

 

44 prostat kanseri ve 43 kontrole ait PZT ürünleri %2‟lik 

agaroz jelde yürütüldü. -158 G>A (rs266882) polimorfizmini içeren 297 bç 

uzunluğuna karĢılık gelen bantlar moleküler ağırlık belirteci ile karĢılaĢtırıldı 

(ġekil 26). 

 

 

Şekil 26: 297 bç’lik bantları gösteren jel görüntüsü: -158 G>A (rs266882) 
polimorfizmini içine alan gen bölgesine ait PZT sonuçlarının %2’lik agaroz jeldeki 
görüntüsü B: 100 DNA moleküler ağırlık belirteci, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10, 11 no’lu 
kuyular - PZT ürünleri. 

 

 

 



 69 

4.2.2.1. PSA/KLK3 Geni Kontrol Bölgesinde Yer alan -158 

G>A (rs266882) Polimorfizmini Ġçeren PZT Ürünlerinin NheI Restriksiyon 

Enzimi Kesim Sonuçları 

 

Prostat kanseri ve BPH çalıĢma grubunu oluĢturan bireylerin 

-158 G>A (rs266882) polimorfizmi genotip sıklıklarını belirlemek için PZT 

ürünleri NheI restriksiyon enzimi ile kesime bırakıldı. Kesim ürünleri %2‟ lik 

agaroz jelde 100 bç‟lik  moleküler ağırlık belirteci eĢliğinde 30 dk 100 volt 

sabit akımda yürütüldü ve ġekil 27‟ deki jel görüntüleri elde edildi. 

 

 
Şekil 27: PSA/KLK3 geni kontrol bölgesinde yer alan -158 G>A (rs266882) 
polimorfizmini içeren PZT ürünlerinin NheI restriksiyon enzim kesimi B: 100 bç’lik 
moleküler ağırlık belirteci, 1, 4, 6. kuyular:  GG genotipi, 3 ve 5. kuyular: GA 
genotipi, 2. kuyu: AA genotipi, 7. kuyu: Kesim yapılmamış PZT ürünü 

 
 

4.2.3. PSA/KLK3 Geni Kontrol Bölgesinde Yer alan -252 G>A 

(rs4802754) Polimorfizmini Ġçeren Bölgenin PZT Sonuçları  

 

44 prostat kanseri ve 43 kontrole ait PZT ürünleri %2‟lik 

agaroz jelde yürütüldü. -252 G>A (rs4802754) polimorfizmini içeren 204 bç 

uzunluğuna karĢılık gelen bantlar moleküler ağırlık belirteci ile karĢılaĢtırıldı 

(ġekil 28). 
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Şekil 28: 204 bç’lik bantları gösteren jel görüntüsü: -252 G>A (rs4802754) 
polimorfizmini içine alan gen bölgesine ait PZT sonuçlarının %2’lik agaroz jeldeki 
görüntüsü B: 100 bç’lik DNA moleküler ağırlık belirteci, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 no’lu 
kuyular - PZT ürünleri. 

 

4.2.3.1. PSA/KLK3 Geni Kontrol Bölgesinde Yer alan -252 

G>A (rs4802754) Polimorfizmini Ġçeren PZT Ürünlerinin NlaIII Restriksiyon 

Enzimi Kesim Sonuçları 

 

Prostat kanseri ve BPH çalıĢma grubunu oluĢturan bireylerin 

-252 G>A (rs4802754) polimorfizmi genotip sıklıklarını belirlemek için PZT 

ürünleri NheI restriksiyon enzimi ile kesime bırakıldı. Kesim ürünleri %2‟ lik 

agaroz jelde 100 bç‟lik moleküler ağırlık belirteci eĢliğinde 30 dk 100 volt 

sabit akımda yürütüldü ve ġekil 29‟ deki jel görüntüleri elde edildi. 
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Şekil 29: PSA/KLK3 geni kontrol bölgesinde yer alan -252 G>A (rs4802754) 
polimorfizmini içeren PZT ürünlerinin NlaIII restriksiyon enzim kesimi. B: 100 bç’lik 
moleküler ağırlık belirteci, 1, 4, 5. kuyular:  GG genotipi, 3 ve 6. kuyular: GA 
genotipi, 2. kuyu: AA genotipi, 7. kuyu: Kesim yapılmamış PZT ürünü 

 
 
4.2.4. RNASEL Geni D541E T>G (rs627928) Polimorfizmini 

Ġçeren Bölgenin PZT Sonuçları  
 
44 prostat kanseri ve 43 kontrole ait PZT ürünleri %2‟lik 

agaroz jelde yürütüldü. RNASEL Geni D541E T>G (rs627928) 

polimorfizmini içeren 361 bç uzunluğuna karĢılık gelen bantlar moleküler 

ağırlık belirteci ile karĢılaĢtırıldı (ġekil 30). 

 

 

Şekil 30: 361 bç’lik bantları gösteren jel görüntüsü: RNASEL Geni D541E T>G 
(rs627928) polimorfizmini içine alan gen bölgesine ait PZT sonuçlarının %2’lik agaroz 
jeldeki görüntüsü B: 100 bç’lik DNA moleküler ağırlık belirteci, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 
no’lu kuyular - PZT ürünleri. 
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4.2.4.1. RNASEL Geni D541E T>G (rs627928) 

Polimorfizmini Ġçeren Bölgenin PZT Ürünlerinin MboI Restriksiyon Enzimi 

Kesim Sonuçları 

 

Prostat kanseri ve BPH çalıĢma grubunu oluĢturan bireylerin 

RNASEL Geni D541E T>G (rs627928) polimorfizmi genotip sıklıklarını 

belirlemek için PZT ürünleri MboI restriksiyon enzimi ile kesime bırakıldı. 

Kesim ürünleri %2‟ lik agaroz jelde 100 bç‟lik moleküler ağırlık belirteci 

eĢliğinde 30 dk 100 volt sabit akımda yürütüldü ve ġekil 31‟ deki jel 

görüntüleri elde edildi. 

 
 
Şekil 31: RNASEL geni D541E T>G (rs627928) polimorfizmini içeren bölgenin PZT 
ürünlerinin MboI restriksiyon enzim kesimi. B: 100 bç’lik moleküler ağırlık belirteci, 
1, 4, 5. kuyular:  GG genotipi, 3 ve 6. kuyular: GT genotipi, 2. kuyu: TT genotipi, 7. 
kuyu: Kesim yapılmamış PZT ürünü 

 
 
ÇalıĢmamızda PSA/KLK3 geninde tanımlanan -158 G>A 

(rs266882) polimorfizmi incelendiğinde, hasta grubunda 16 bireyde AA 

genotipi (%36.4), 10 bireyde GA genotipi (%22.7), 18 bireyde GG genotipi 

(%40.9) olarak belirlenirken, kontrol grubunda 18 bireyde AA genotipi 

(%41.9), 16 bireyde GA genotipi (%37.2), 9 bireyde GG genotipi (%20.9) 

olarak bulundu (Tablo 13). Hasta grubunda A alleli görülme sıklığı %47.7, 

G alleli görülme sıklığı %52.3 iken, kontrol grubunda A alleli görülme 

sıklığı %60.5 ve G alleli görülme sıklığı %39.5 olarak belirlendi (Tablo 13). 
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PSA/KLK3 geninin -158 G>A (rs266882) bölgesinin 

polimorfik dağılımları karĢılaĢtırıldığında, prostat kanseri hastaları ve BPH 

kontrolleri arasında istatistiksel olarak bir fark elde edilmemiĢtir (p>0.05).  

 

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

 

 BPH 
n= 43 

PCa 
N=44 

p değeri OO (%95 GA) p değeri 

Genotipler N (%) N (%)    

.rs266882 0.106   
AA 18 41.9 16 36.4  1  
GA 16 37.2 10 22.7  0.70 (0.25-1.99) 0.505 
GG 9 20.9 18 40.9  2.25 (0.79-6.40) 0.126 

Alleler        

A 52 60.5 42 47.7  1  
G 34 39.5 46 52.3  1.67 (0.92-3.06) 0.092 

OO, olasılıklar oranı; GA, güvenlik aralığı 

 

 
ÇalıĢmamızda PSA/KLK3 geninde tanımlanan -252 G>A 

(rs4802754) polimorfizmi incelendiğinde, hasta grubunda 32 bireyde GG 

genotipi (%72.7), 8 bireyde GA genotipi (%18.2), 4 bireyde AA genotipi 

(%9.1) olarak belirlenirken, kontrol grubunda 28 bireyde GG genotipi 

(%65.1), 13 bireyde GA genotipi (%30.2), 2 bireyde AA genotipi (%4.7) 

olarak bulundu (Tablo 14). Hasta grubunda G alleli görülme sıklığı %81.8, 

A alleli görülme sıklığı %18.2 iken, kontrol grubunda G alleli görülme 

sıklığı %80.2 ve A alleli görülme sıklığı %19.8 olarak belirlendi (Tablo 14). 

 
PSA/KLK3 geninin -252 G>A (rs4802754) bölgesinin 

polimorfik dağılımları karĢılaĢtırıldığında, prostat kanseri hastaları ve BPH 

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

 

 BPH 
n= 43 

PCa 
N=44 

p değeri OO (%95 GA) p değeri 

Genotipler N (%) N (%)    

. rs4802754 0.348   
GG 28 65.1 32 72.7  1  
GA 13 30.2 8 18.2  0.54 (0.19-1.49) 0.229 
AA 2 4.7 4 9.1  1.75 (0.30-10.29) 0.681 

Alleler        

G 69 80.2 72 81.8  1  
A 17 19.8 16 18.2  0.90 (0.42-1.92) 0.790 

OO, olasılıklar oranı; GA, güvenlik aralığı 

 
ÇalıĢmamızda RNASEL geninde tanımlanan D541E T>G 

(rs627928) polimorfizmi incelendiğinde, hasta grubunda 14 bireyde TT 

genotipi (%31.8), 13 bireyde TG genotipi (%29.6), 17 bireyde GG genotipi 

(%38.6) olarak belirlenirken, kontrol grubunda 18 bireyde TT genotipi 

(%41.9), 15 bireyde TG genotipi (%34.8), 10 bireyde GG genotipi (%23.3) 

olarak bulundu (Tablo 14). Hasta grubunda T alleli görülme sıklığı %46.6, 

G alleli görülme sıklığı %53.4 iken, kontrol grubunda T alleli görülme 

sıklığı %59.3 ve G alleli görülme sıklığı %40.7 olarak belirlendi (Tablo 15). 

 

RNASEL geninin D541E T>G (rs627928) bölgesinin 

polimorfik dağılımları karĢılaĢtırıldığında, prostat kanseri hastaları ve BPH 

kontrolleri arasında istatistiksel olarak bir fark elde edilmemiĢtir (p>0.05). 

 
Tablo 15: Prostat kanserli hasta ve kontrollerde RNASEL geninin D541E T>G 
(rs627928) polimorfizminin dağılımı 

 BPH 
N= 43 

PCa 
N=44 

p değeri OO (%95 GA) p değeri 

Genotipler N (%) N (%)    

. rs627928 0.294   
TT 18 41.9 14 31.8  1  
TG 15 34.8 13 29.6  1.11 (0.40-3.09) 0.835 
GG 10 23.3 17 38.6  2.19 (0.77-6.23) 0.141 

Alleler        

T 51 59.3 41 46.6  1  
G 35 40.7 47 53.4  1.67 (0.92-3.04) 0.093 

OO, olasılıklar oranı; GA, güvenlik aralığı 
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5. TARTIŞMA 

 

Kanser geliĢimi ile iliĢkili moleküler olaylar çok çeĢitlidir ve 

henüz tam olarak tanımlanamamıĢtır. Kanser gibi hastalıkların 

mekanizmasına bakıldığında genelde komplike ve sıklıkla çoklu 

proteinlerin düzensizliklerinden oluĢtukları görülmektedir. Proteinlerin 

yoğunluklarında, yapılarında veya fonksiyonlarındaki değiĢiklikler klinik 

semptomların ve tanıda önem taĢıyan belirleyicilerin oluĢumunda önemli 

rol oynamaktadırlar. Proteinlerin tanımlanması, kantitasyonu, 

sınıflandırılması bu moleküler olayların tam olarak anlaĢılmasında çok 

önemlidir160,161.  

 

Organizmanın biyolojik özellikleri, genlerle kodlanan ürünlerin 

yapısı ve oluĢan proteom fonksiyonları ile ortaya konur. Günümüzde 

proteomiklerle yapılan çalıĢmalarda en üzerinde durulan konu sağlıklı ve 

hastalık koĢullarındaki yapı fonksiyon iliĢkisinin tanımlanması ve 

seçiminde ifade edilen proteinlerdir. Genomik ve proteomik birlikteliği 

hastalık sürecinin bütünsel olarak anlaĢılmasına olanak sağlayacaktır. 

Proteom düzeyindeki bilgi spesifik hücre fonksiyonları ve bunların sağlık 

ve hastalıktaki fonksiyonlarının anlaĢılmasında çok önemlidir. Hastalık 

patogenezinde oluĢan önemli değiĢikliklerin açığa çıkarılmasında protein 

düzeyindeki ekspresyon analizi gereklidir. Proteomikler hücre ve çevre 

koĢullarının fonksiyonel yolları arasındaki iliĢkileri RNA düzey 

değiĢikliklerinden bağımsız olarak anlaĢılmasını sağlar162. 

 

Kanser proteomikleri, sağlıklı dokudan farklı hastalık 

evrelerinde tanımlama ve kantitatif analiz için eksprese edilen proteinleri 

kapsar. Proteom hem hücrenin intrensek genetik programı hem de 

bulunduğu çevrenin etkisini yansıttığı için proteomikler biyobelirleyici 

keĢfinde de önemlidir. 



 76 

Kanser kontrolu ve önlenmesinde erken saptama önemlidir. 

Biyobelirleyiciler hücrenin herhangi bir zamandaki durumuyla iliĢkili çok 

değerli bilgiler sağlamaya yardımcı olurlar. Bir hücre sağlıklı halden 

neoplastik duruma transforme olurken uygun biyobelirleyiciler kullanılarak 

oluĢan değiĢiklikler gösterilebilir. Biyobelirleyici araĢtırmaları teknolojideki 

geliĢmelerden proteomikler alanında çok faydalar sağlamıĢtır. 

 

Prostat kanseri erkeklerde diğer solid tümorlerden daha 

yüksek insidansa sahip en ciddi onkolojik hastalıklardan biridir. 

Günümüzde dünyada ikinci kanser mortalite nedenidir. Prostat kanserinin 

taranmasında tümör belirleyici olarak Prostat-Spesifik-Antijenin (PSA) 

keĢfi önemli bir buluĢ olmuĢtur. Ancak PSA testinin prostat kanserini 

benign prostat hiperplazisinden ayırt edilmesinde düĢük özgüllüğü 

nedeniyle zorluk yaĢanmakta ve kanserin erken evre tanısını 

kısıtlamaktadır.  

 

Prostat spesifik antijenin prostat adenokarsinomunun 

tanımlanmasında kullanılabilecek bir serum belirleyicisi olduğunu bildiren 

ilk bilim adamı olan Stamey163, 2004 yılında PSA çağının artık 

tamamlandığını PSA‟nın sadece BPH tanımlanmasında kullanılabileceğini, 

prostat kanserinin ve evrelerinin belirlenebilmesi için acilen yeni 

belirleyicilere gereksinim olduğunu bildirmiĢtir164,165. Qu ve ark. da PSA 

testinin prostat kanseri taramasında %90 üzerinde duyarlılık taĢımasına 

rağmen prostat kanserini BPH‟dan ayırmadaki özgüllüğünün sadece %25 

olduğunu vurgulamıĢlardır166. 

 

Bugüne kadar laboratuvarlarda tanıya yönelik olarak yapılmıĢ 

olan protein miktar tayinleri kanser erken tanısından çok uzak olup, halen 

tanı amacıyla kullanılan belirleyiciler de gerek özgüllüğü ve gerekse 

duyarlılıkları yönünden çok sayıda yalancı pozitiflik nedeniyle gereksiz 

biyopsi yapılmasına neden olmaktadır. Ayrıca duyarlılıkların düĢük olması 
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nedeniyle de kanser erken tanısı amacıyla kullanılamamaktadır. 

Günümüzde kullanılan tanımlama sistemleri ile yapılan tek belirleyici 

analizleri ile tümör belirleyici olarak kullanılan proteinlerin özgüllük ve 

duyarlılıkları eĢik değeri ile değiĢmektedir. EĢik değeri tüm negatifleri tespit 

etmek üzere ayarlandığında bir miktar kanser oluĢumu baĢlayan 

hastaların negatif gibi değerlendirilmesi söz konusu iken, eĢik değeri tüm 

pozitifleri tespit etmek üzere ayarlandığında ise yalancı pozitif sonuç 

verilen bir hasta grubu olduğu gözlenmektedir. Tek belirleyici analizinde 

karĢılaĢılan bu „gri bölge‟ çoklu-belirleyici analizi ile ortadan kaldırılmakta, 

yüksek özgüllük ve duyarlılıkta erken dönemde kanser tanısı mümkün 

olmaktadır160,161,168,169.  

 

Birden fazla belirleyici tanımlanması ve analizinin 

yapılmasının kanser oluĢumunun erken dönemde tespitinde önemli rol 

oynadığı bilinmektedir. Günümüzde kullanılan tek belirleyici analizi ile elde 

edilen yalancı negatif ve yalancı pozitifliklerin ortadan kaldırılması ve 

kanser varlığının tespit edilebilme düzeyini son evrelerden ilk ve ikinci 

evrelere taĢımak çoklu-belirleyici protein analizi ile mümkün olmaktadır. Bu 

bilgiler ıĢığında bir belirleyici panelinin oluĢturulması ve tespiti ile tek 

belirleyici analizine göre daha yüksek duyarlılık ve özgüllükte hastalık 

tanımlanması yapılabilmektedir160,161,168.  

 

SELDI-TOF teknolojisi biyoçip üzerinde kimyasal olarak 

modifiye edilmiĢ yüzeye, selektif olarak adsorbe edilen ilgili proteinlerin 

affinite-esaslı kütle spektrometrik yöntemle analiz edilmesidir. Bu teknoloji 

duyarlı ve yüksek bir verimde kompleks biyolojik örneklerin protein 

profillerine ulaĢmayı sağlar. Bugün proteomiklerle yapılan çalıĢmalarda 

birçok kanser türlerinin erken tanısı ile ilgili olarak sağlıklı ve kanserli 

hastaların protein bantları karĢılaĢtırılarak birden fazla tümör belirleyici 

bantlar tespit edilmiĢ ve değiĢik bilgisayar karar ağaçları oluĢturularak test 

duyarlılık ve özgüllükleri arttırılmıĢtır161,169. Protein profillerinin 
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değerlendirilmesi için geliĢtirilmiĢ olan yazılım programları proteomik 

verilerin analizi için çok önem taĢımaktadır. 

 

Klinik proteomik yaklaĢımları arasında SELDI-TOF birçok 

kanser tipinin serum esaslı saptama ve ayırımında baĢarılı bir yöntem 

olarak görülmektedir. Yapılan çalıĢmalar, tüm kanser hastalarında %93-

100 duyarlılık, kontrollerde %91-100 özgüllük (bootstrap cross validation) 

gösterdiğini ortaya koymaktadır168,169.  

 

SELDI esaslı kütle spektrometre yöntemlerinin prostat 

kanserinin erken tanısında PSA‟ya alternatif ve tamamlayıcı belirleyiciler 

keĢfedilmesinde çok baĢarılı olduğu konusunda birçok araĢtırma 

bulunmaktadır. 

 

1999 yılında çip platformunda SELDI sisteminin prostat 

kanseri biyobelirleyicileri konusunda serum ve seminal plazmada çok hızlı 

verimli maliyet etkin sonuçlar verebileceği ile ilgili çalıĢmayı170 takiben 

yapılan araĢtırmalarda birçok protein hastalık ve sağlık koĢullarını ayırt 

edebilmek için tanımlanmıĢtır. Bu izleyen çalıĢmalarda da kütle 

spektrometresinin prostat kanseri tanı ve prognoz takibinde 

kullanılabileceğine dikkat çekmiĢtir171. 

 

SELDI-TOF‟un ilk prostat kanseri biyobelirleyici 

saptanmasına iliĢkin yapılan çalıĢmalardan biri Adam ve ark 167 prostat 

kanseri, 77 BPH hastası ve 82 sağlıklı kontrolle yapılan araĢtırmadır172. 

Değerlendirmede oluĢturulan karar ağaçlarının örneklerin %96‟sını doğru 

olarak tanımladığını, algoritmanın körlemesine test sonuçlarında 

duyarlılığın %97, özgüllüğün ise %83 olduğunu ortaya koymuĢtur. Aynı 

araĢtırma grubu 3000-5000 Da proteinlerinin intraepitelyal neoplazi ve 

prostat kanseri hastalarında yüksek miktarlarda olduğunu bildirmiĢlerdir173. 
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SELDI-MS ile 386 hasta (98 geç evre prostat kanseri, 99 

erken evre prostat kanseri, 93 benign prostat hipertrofisi ve 96 normal 

kontrol) üzerine yapılan çalıĢmada kanser ve BPH grubunun normal 

kontrol grubundan kolayca ayrılabildiğini ancak prostat kanseri ve BPH 

ayırımının doğru olarak yapılamadığı bildirilmiĢtir174. 

 

Qu ve ark 2002 yılında yayınladığı PSA özgüllüğünün prostat 

kanseri ve BPH ayrımında yetersiz olduğunu vurguladıkları 386 hastada 

yaptıkları çalıĢmalarında (197 prostat kanseri, 93 BPH ve 96 sağlıklı 

birey), prostat kanseri ve kanser olmayan örneklerdeki ayırımın AdaBoost 

classifier analiz programı ile %100 duyarlılık ve özgüllük, Boosted 

Decision Tree programı ile %97 duyarlılık ve özgüllükte yapılabildiğini 

bildirmiĢlerdir166. 

 

Grizzle ve ark 2003 yılında yaptıkları bir kohort çalıĢmada 

prostat kanseri ve sağlıklı grup karĢılaĢtırılması için kullanılacak serum 

protein parmak izi çıkarılmasında SELDI-TOF‟un PSA ile 

karĢılaĢtırıldığında çok yüksek duyarlılık ve özgüllük taĢıdığını 

göstermiĢlerdir175. 

 

  Serumun yanı sıra doku örnekleri de proteomik yöntemlerle 

çalıĢılmıĢtır. Kanserli ve kansersiz doku örneklerinin proteom çalıĢmaları, 

doku metalloproteinaz inhibitor-1 ekspresyon azalması ile hastalık ve 

sağlık durumlarının ayrılabildiğini ve doku örneklerinin de protein çip kütle 

spektrometre sistemi ile kantitatif olarak değerlendirilebileceğini ortaya 

koymuĢtur176. 

 

  Pan ve ark. 83 prostat kanseri 95 sağlıklı kontrol grubunun 

değerlendirildiği araĢtırmalarında, prostat kanserinde 15000-16000 Da 

ağırlığı arasında 4 yükselen düzeyde, 3000-9000 Da ağırlığı arasında 14 

azalan düzeyde serum proteini bildirmiĢlerdir177. 
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Protein profilleme ile biyobelirleyici validasyonu doğru olarak 

yapıldığı zaman hastanın tanısı ve tedavi optimizasyonunun birçok kanser 

hastalığına katkısı olacağı bir baĢka çalıĢma ile vurgulanmıĢtır151. 

 

SELDI-TOF MS ile serum ve doku dıĢında kan, idrar, seminal 

plazma gibi farklı örnekler de çalıĢılabilmektedir178. Post-prostattik masaj 

ile idrar örneklerinin Q10, CM10, IMAC30 farklı çipler ve optimizasyon 

koĢulları ile çalıĢıldığı SELDI-TOF MS araĢtırması benign hastalık ve 

kanser ayırımında farklı örneklerin de kullanılabileceğini ortaya 

koymuĢtur179. 

 

Son yıllarda yapılan araĢtırmalarda ise kanser evreleri 

arasındaki protein profillerinin de SELDI-TOF MS ile ayırt edilebileceğini 

vurgulamaktadır. Gleason skorları ile tanımlanan agresif olmayan ve olan 

prostat kanserleri farklı protein ekspresyonları gösterilebilmektedir180. 

 

Kütle spektrometre yöntemlerindeki geliĢmeler de daha 

spesifik protein biyobelirleyicilerin keĢfedilebileceğini göstermektedir. Sun 

ve ark göreceli ve mutlak kantitasyon için izobarik iĢaretleyicilerle 

çalıĢtıkları proteomik araĢtırmasında, periostinin spesifik bir belirleyici 

olarak prostat kanseri ve BPH ayırımında ve tedavi geliĢmelerinde de 

hedef olarak kullanılabileceğini göstermiĢlerdir181. 

 

Bu çalıĢma bildiğimiz kadarıyla prostat kanseri proteomikleri 

konusunda ülkemizde yapılan ilk araĢtırmadır. Bu çalıĢmanın ilk 

bölümünde prostat kanseri, BPH ve sağlıklı kontrol grup serum 

örneklerinin protein profilleri SELDI-TOF MS ile incelenmiĢtir.  

 

Prostat kanseri olan grupta BPH ve sağlıklı kontrol grubuyla 

karĢılaĢtırıldığında ekspresyonları değiĢen 7 farklı serum proteini 

saptanmıĢtır. Prostat kanseri grubunda normal serum seviyesinden düĢük 
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olan 4 ve yüksek olan 3 tane protein belirlenmiĢtir. Sağlıklı erkek hastalar 

grubuyla karĢılaĢtırıldığında prostat kanseri grubunda 6447 Da ve 6628 

Da ağırlığındaki proteinler serumda düĢük seviyelerde ve 8134 Da protein 

yüksek seviyelerde bulunmuĢtur.  

 

Kontrol grubu olarak kullanılan radikal prostatektomi yapılmıĢ 

PSA değeri 0 olan bireyler hasta grubuyla karĢılaĢtırıldığında prostat 

kanseri grubunda 5580 Da ve 6628 Da ağırlığındaki proteinler serumda 

ekspresyonlarının azaldığı ve 8939 Da protein ekspresyonunun arttığı 

belirlenmiĢtir. 

PSA yüksekliğine sekonder birden fazla biopsi yapılmıĢ ve 

prostat kanseri saptanmamıĢ hasta grubuyla karĢılaĢtırıldığında prostat 

kanseri grubunda 6428 Da ağırlığındaki protein serumda düĢük 

seviyelerde ve 4481 Da protein yüksek seviyelerde bulunmuĢtur. Tüm bu 

proteinler içerisinde tüm hasta grupları ile karĢılaĢtırmada prostat kanserli 

hasta grubunda serumda daha düĢük seviyelerde saptanan 6628 Da 

ağırlığındaki protein ayrıcalıklı olarak değerlendirilmiĢtir. 6628 Da 

ağırlığındaki proteinin azalan ekspresyonu Türk toplumunda prostat 

kanser biyobelirleyicileri arasında dikkat çekici bir özellik taĢımaktadır. 

 

Hastalık ve sağlık durumunun ayrılmasında SELDI-TOF MS 

etkinliği değerlendirilecek olursa, prostat kanseri, benign hipertrofi ve PSA 

0 olan tüm hastalıkla iliĢkili gruplar ve sağlıklı kontrol grubu 

karĢılaĢtırıldığında hastalıkla iliĢkili gruplarda 2566 Da, 5152 Da ve 6438 

Da ağırlığındaki proteinler serumda ekspresyonunun azaldığı kontrol 

grubunda ise arttığı gözlenmiĢtir.  

 

Bu çalıĢmadan elde edilen sonuçlar diğer araĢtırmaların 

belirttiği prostat kanserinde 3000-9000 Da arası azalan protein profilleri ile 

uyum göstermektedir. Ancak benzer aralıklarda olsa da ülkemizdeki 

protein profilleri belirtilen diğer verilerden toplumsal değiĢikliklerle iliĢkili 
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olduğunu düĢündüğümüz farklılıklar göstermektedir. Belirlediğimiz 

proteinler içinde en ayrıcalıklı aday biyobelirleyici olduğunu 

düĢündüğümüz 6628 Da proteini, Yang ve ark bir baĢka kanser türünde 

küçük hücreli olmayan akciğer kanserinde SELDI-TOF MS ile bir azalan 

miktarda olan bir belirleyici olarak bildirmiĢlerdir182. Küçük hücreli olmayan 

akciğer kanserinde geçerliliğini geriye dönük çalıĢmalarla ortaya 

koydukları 6628 Da ağırlığındaki protein, apolipoprotein C-1 olarak 

tanımlanmıĢtır. Engwegen ve ark ise bir baĢka çalıĢmada 6.6 kDa 

ağırlığındaki proteini apolipoprotein C-1 olarak tanımlamıĢ ve kolorektal 

kanserlerde bir biyobelirleyici olarak saptamıĢlardır183. Fan ve ark ise 6631 

Da proteini tiroid papiller karsinomda aday biyobelirleyici olarak öne 

sürmüĢlerdir184. 

 

Kansere genetik duyarlılığın aydınlatılması konusunda son 

yıllarda yoğun çalıĢmalar gerçekleĢtirilmiĢtir. Uluslar arası Ġnsan Genom 

Sekanslama Projesi ve Uluslararası HapMap Projesi insan genomundaki 

lokasyon, kantite ve genetik varyantların sıklığı ve tipi konusunda çok fazla 

miktarda veri sağlamıĢtır. Teknolojik geliĢmeler de daha hızlı ve ucuz 

genotiplendirme sonuçları sağladıkça aday genlerdeki varyantlar ve 

kanser riski arasındaki iliĢkiye yönelik çok sayıda araĢtırma 

bulunmaktadır185-187. Genetik polimorfizmler kanser riski konusunda 

yapılan meta-analizler ve havuzlamıĢ analizlerin sonucunda prostat 

kanseri ile en çok iliĢkili gen ve varyant değerlendirilmesi, 4274 olguda AR 

geninde CAG21 tekrar varyantları, 8013 olguda CYP17 rs6892 varyantları 

ve 3038 olguda RNASEL Asp541Glu varyantları olduğunu ortaya 

koymuĢtur185. Üzerinde en çok çalıĢılan bölgelerden biri de PSA geni ve 

gen promoter aktivitesini etkileyecek polimorfizmlerin serum PSA düzeyine 

etkileri olarak dikkat çekmektedir186. 

 

AR geni 20‟nin altında olan CAG tekrarlarının prostat kanseri 

riskini arttırdığı özellikle Afroamerikan, Kafkasyalı ve Yahudi 
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populasyonları gibi kapalı toplumlarda yapılan çalıĢmalarda bildirilmiĢtir. 

Ancak farklı çalıĢmalarda çeliĢkili sonuçlar gözlenmektedir. Kısa CAG 

tekrarlarının prostat kanserinin Ģiddeti ve erken yaĢta tanısı ile olan iliĢkisi 

saptanırken prostat kanser riski konusunda bir belirleyici olamayacağı 

vurgulanmıĢtır188. Price ve ark. 1159 prostat kanseri ve 1353 kontrol grubu 

üzerine yaptıkları çalıĢma ile CAG tekrarları arasında herhangi bir anlamlı 

fark olmadığını ve prostat kanser riskinin ön görülmesinde klinik olarak 

önemli bir bilgi vermediğini bildirmektedirler189. 

 

ÇalıĢmamızda prostat kanserli hastalarda AR geni ekson 

1‟deki (CAG tekrar sayısı 17‟den düĢük olanların sıklığı %23.3 ve 17 ve 

üzeri CAG tekrar sayısına sahip bireylerin sıklığı ise %76.7‟dir. Kontrol 

grubunda ise CAG tekrar sayısı 17‟den düĢük olanların sıklığı %27.3 ve 17 

ve üzeri CAG tekrar sayısına sahip bireylerin sıklığı ise %72.7‟dir. Ancak 

hasta ve kontrol grubu arasında istatistiksel olarak bir fark belirlenmemiĢtir 

(p>0.05). 

PSA ve RNASEL gen polimorfizmleri ile iliĢkili sonuçlar da 

çeliĢkiler göstermektedir. -158 ve -252 PSA gen polimorfizmlerinin 

incelendiği Japon toplumunda prostat kanser riski ve hastalık 

progresyonu, BPH riski ve serum PSA düzeyleri ile iliĢkisi 

gösterilememiĢtir190. Güney Brezilya toplumunda yaĢları 60 ile 79 arası 

değiĢen 170 hasta ile yapılan çalıĢmada, kısa CAG tekrarları yanısıra PSA 

GG genotipinin artmıĢ prostat kanser riski ve tümor agresifliği ile iliĢkisi 

bildirilmiĢtir191. A.B.D.‟de 193 olgu, 391 kontrol grubuyla yapılan PSA-252 

G/A and -158 G/A SNPs ve AR CAG tekrarlarının prostat kanser riski ile 

iliĢkisinin incelendiği çalıĢmada, -252 G / -158G haplotipleri ve kısa AR 

CAG tekrarlarının prostat kanseri oluĢma riskini 4 kat, ileri evre kanser 

riskini 7 kat arttırdığı gösterilmiĢtir192. 

 

PSA/KLK3 geninde tanımlanan -158 G>A (rs266882) 

polimorfizmi incelendiğinde, hasta grubunda 16 bireyde AA genotipi 
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(%36.4), 10 bireyde GA genotipi (%22.7), 18 bireyde GG genotipi (%40.9) 

olarak belirlenirken, kontrol grubunda 18 bireyde AA genotipi (%41.9), 16 

bireyde GA genotipi (%37.2), 9 bireyde GG genotipi (%20.9) olarak 

bulunmuĢtur. Hasta grubunda A alleli görülme sıklığı %47.7, G alleli 

görülme sıklığı %52.3 iken, kontrol grubunda A alleli görülme sıklığı %60.5 

ve G alleli görülme sıklığı %39.5 olarak belirlenmiĢtir. PSA/KLK3 geninin -

158 G>A (rs266882) bölgesinin polimorfik dağılımları karĢılaĢtırıldığında, 

prostat kanseri hastaları ve BPH kontrolleri arasında istatistiksel olarak bir 

fark elde edilmemiĢtir (p>0.05).  

ÇalıĢmamızda PSA/KLK3 geninde tanımlanan -252 G>A 

(rs4802754) polimorfizmi incelendiğinde, hasta grubunda 32 bireyde GG 

genotipi (%72.7), 8 bireyde GA genotipi (%18.2), 4 bireyde AA genotipi 

(%9.1) olarak belirlenirken, kontrol grubunda 28 bireyde GG genotipi 

(%65.1), 13 bireyde GA genotipi (%30.2), 2 bireyde AA genotipi (%4.7) 

olarak bulunmuĢtur. Hasta grubunda G alleli görülme sıklığı %81.8, A alleli 

görülme sıklığı %18.2 iken, kontrol grubunda G alleli görülme sıklığı %80.2 

ve A alleli görülme sıklığı %19.8 olarak belirlenmiĢtir. PSA/KLK3 geninin -

252 G>A (rs4802754) bölgesinin polimorfik dağılımları karĢılaĢtırıldığında, 

prostat kanseri hastaları ve BPH kontrolleri arasında istatistiksel olarak bir 

fark elde edilmemiĢtir (p>0.05).  

 

Ribonükleaz L kodlayan RNASEL, son yıllarda prostat 

kanseri ile iliĢkili genler konusunda üzerinde en çok çalıĢılan gen 

bölgelerinden biridir. Wie ve ark. 19 olgu-kontrol çalıĢmasını inceledikleri 

meta-analizlerinde RNASEL Asp541Glu ve Arg462Gln polimorfizmlerinin 

prostat kanseri ile iliĢkisini değerlendirmiĢlerdir. Analiz sonucuna göre 

özellikle Kafkas populasyonunda RNASEL polimorfizmleri ve prostat 

kanser riski arasında herhangi bir iliĢki saptanamazken, alt grup 

analizlerinde sporadik prostat kanserinde RNASEL 541Gln allelinin düĢük 

penetrasyonlu risk faktörü olabileceğini bildirmiĢlerdir193. 
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Meyer ve ark.‟nın 1286 olgu ve 1264 kontrolle yaptıkları 

RNASEL ile prostat kanseri risk ve progresyon iliĢkisini araĢtırdıkları 

çalıĢmada özellikle rs12757998 allelinin artmıĢ prostat kanser riski ile 

iliĢkisini ortaya koymuĢladır. Viral enfeksiyonlarda interferon aracılı immün 

yanıtın bir parçası olan RNASEL‟in prostat kanser risk bağlantısının da 

inflamasyon üzerinden olabileceğini öne sürmüĢlerdir194. 

 

Mi ve ark.‟nın RNASEL polimorfizmleri ve prostat kanser risk 

iliĢkisini değerlendirdikleri 13372 olgu ve 11953 kontrol içeren 14 

araĢtırmayı değerlendirdikleri çalıĢmada R462Q and D541E 

polimorfizmlerinin rolünü özellikle Afrikalı ve Kafkasyalı‟larda belilemiĢler 

ve sporadik prostat kanserinde de artmıĢ riski saptamıĢlardır195. 

 

Ülkemizden GüneĢ ve ark yapmıĢ oldukları 148 prostat 

kanseri ve 136 BPH hasta ve 102 sağlıklı kontrol grubunda PSA promoter 

bölge -158 (G/A) ve 17 hidroksilaz (CYP17 -34T/C) polimorfizmi ile iliĢki 

tek çalıĢmada, PSA gen promoter varyasyonlarının prostat kanseri ve 

BPH‟da, CYP 17 gen polimorfizminin de sadece BPH‟da önemli rol 

oynayabileceği bildirilmiĢtir196. Prostat kanseri ile iliĢkili olduğu düĢünülen 

farklı gen bölgeleriyle ilgili birçok çalıĢma yapılmıĢtır. Bir baĢka ülkemizden 

yapılan benzeri gen bölgesi 17 hidroksilaz ve 5-α redüktaz II 

polimorfizmleri ve prostat kanseri iliĢkisinin incelendiği çalıĢmada da 

herhangi bir anlamlı sonuç elde edilememiĢtir197. 

 

ÇalıĢmamızda RNASEL geninde tanımlanan D541E T>G 

(rs627928) polimorfizmi incelendiğinde, hasta grubunda 14 bireyde TT 

genotipi (%31.8), 13 bireyde TG genotipi (%29.6), 17 bireyde GG genotipi 

(%38.6) olarak belirlenirken, kontrol grubunda 18 bireyde TT genotipi 

(%41.9), 15 bireyde TG genotipi (%34.8), 10 bireyde GG genotipi (%23.3) 

olarak bulunmuĢtur. Hasta grubunda T alleli görülme sıklığı %46.6, G alleli 

görülme sıklığı %53.4 iken, kontrol grubunda T alleli görülme sıklığı %59.3 
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ve G alleli görülme sıklığı %40.7 olarak belirlenmiĢtir. RNASEL geninin 

D541E T>G (rs627928) bölgesinin polimorfik dağılımları 

karĢılaĢtırıldığında, prostat kanseri hastaları ve BPH kontrolleri arasında 

istatistiksel olarak bir fark elde edilmemiĢtir (p>0.05). ÇalıĢılan gen 

polimorfizmlerinin daha fazla sayıda hasta ve kontrol gruplarında 

değerlendirilmesinin, Türk toplumunun geneli hakkında daha anlamlı 

veriler elde edilmesini sağlayacağını düĢünmekteyiz. 

 

Gen polimorfizmlerinin aydınlatılması birçok hastalığın 

patogenezinin, tanı, prognoz takibi ve tedavisinin belirlenmesinde çok 

önemli faydalar sağlamaktadır. Proteinler ise bir hücrenin fonksiyonel 

çıktısıdır ve dinamik ağın intrensek kısmını oluĢtururlar. Hücresel proteom 

dinamiktir ve hastalık geliĢimini bir parçası olarak değiĢik sinyallere değiĢik 

yanıtlar oluĢumun göstergesidir. Bu posttranslasyonel modifikasyonlar, 

translokasyon, protein-protein ve protein-nükleik asit etkileĢimleri yoluyla 

oluĢur198. Kanser proteomiklerinin önemli bir yönü protein gruplarına 

hedeflenebilme ve analiz edebilme özellikleridir.  

 

Proteomikler kanser çalıĢmalarında genomik esaslı 

yaklaĢımları tamamlarlar. Erken evre kanserlerin saptanması için 

presemptomatik tarama kanserle iliĢkili mortalite ve tedavi ile iliĢkili 

morbiditeyi azaltır. Bu çalıĢmadan elde edilen sonuçlar proteomiklerin 

kanser erken tanısında oldukça doğru ve yeni bir yaklaĢım yaratacağını 

ortaya koymaktadır. Genotip ve proteom iliĢkisinin ortaya konulabilmesi 

için daha geniĢ gruplarda ve daha ileri çalıĢmalara gerek duyulmaktadır.  
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6. SONUÇLAR 

 

Bu tez çalıĢmasında Türk toplumundaki prostat kanseri 

protein profilleri ve prostat kanseri ile iliĢkili sıklıkla üzerinde çalıĢılan gen 

polimorfizmleri incelendi. 

 

ÇalıĢmanın ilk bölümünde proteom analizi prostat kanseri, 

benign hastalık ve sağlıklı kontrol gruplarına SELDI-TOF MS ile yapıldı. 

ÇalıĢmanın ikinci bölümünde yapılan moleküler genetik analiz ise 

Androjen Reseptör (AR), Prostat Spesifik Antijen (PSA) promoter bölge ve 

RNASEL gen polimorfizmlerine yönelik gerçekleĢtirildi. Yapılan proteom ve 

moleküler genetik analizler sonucunda aĢağıdaki veriler elde edildi. 

 

ÇalıĢmanın ilk bölümündeki proteom analizi verilerine göre, 

1. Kontrol gruplarıyla karĢılaĢtırıldığında prostat kanseri olan grupta 7 

farklı serum proteini belirlendi (p<0.01) Prostat kanseri grubunda 

normal serum seviyesinden düĢük olan 4 ve yüksek olan 3 tane 

protein bulundu.  

2. Sağlıklı erkek hastalar grubuyla karĢılaĢtırıldığında prostat kanseri 

grubunda 6447 Da ve 6628 Da ağırlığındaki proteinler serumda 

düĢük seviyelerde ve 8134 Da protein yüksek seviyelerde bulundu. 

3. PSA yüksekliğine sekonder birden fazla biopsi yapılmıĢ ve prostat 

kanseri saptanmamıĢ hasta grubuyla karĢılaĢtırıldığında prostat 

kanseri grubunda 6428 Da ağırlığındaki protein serumda düĢük 

seviyelerde ve 4481 Da protein yüksek seviyelerde bulundu.  

4. PSA 0 olan hasta grubuyla karĢılaĢtırıldığında prostat kanseri 

grubunda 5580 Da ve 6628 Da ağırlığındaki proteinler serumda 

düĢük seviyelerde ve 8939 Da protein yüksek seviyelerde bulundu.  

5. Prostat kanseri, BPH ve PSA 0 olan tüm hastalıkla iliĢkili gruplar ve 

sağlıklı kontrol grubu karĢılaĢtırıldığında hastalıkla iliĢkili gruplarda 

2566 Da, 5152 Da ve 6438 Da ağırlığındaki proteinler serumda 
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düĢük seviyelerde kontrol grubunda ise yüksek seviyelerde 

bulundu. 

6. Tüm bu proteinler içerisinde tüm hasta grupları ile karĢılaĢtırmada 

prostat kanserli hasta grubunda serumda daha düĢük seviyelerde 

saptanan 6628 Da ağırlığındaki protein ayrıcalıklı olarak 

değerlendirildi (p<0.001). 

 

ÇalıĢmanın ikinci bölümündeki moleküler genetik analiz verilerine 

göre, 

7. AR geni ekson 1 bölgesinde CAG tekrar polimorfizmleri için 13 ve 

22 arasında farklı tekrar sayıları izlendi. Ancak hasta ve kontrol 

grubu arasında istatistiksel olarak bir fark belirlenmedi (p>0.05). 

8. PSA/KLK3 geni kontrol bölgesinde yer alan -158 G>A (rs266882) 

polimorfizmini incelendiğinde, hasta grubunda 16 bireyde AA 

genotipi (%36.4), 10 bireyde GA genotipi (%22.7), 18 bireyde GG 

genotipi (%40.9) olarak belirlenirken, kontrol grubunda 18 bireyde 

AA genotipi (%41.9), 16 bireyde GA genotipi (%37.2), 9 bireyde GG 

genotipi (%20.9) olarak bulundu. Hasta grubunda A alleli görülme 

sıklığı %47.7, G alleli görülme sıklığı %52.3 iken, kontrol grubunda 

A alleli görülme sıklığı %60.5 ve G alleli görülme sıklığı %39.5 

olarak belirlendi. 

9. PSA/KLK3 geninin -158 G>A (rs266882) bölgesinin polimorfik 

dağılımları karĢılaĢtırıldığında, prostat kanseri hastaları ve BPH 

kontrolleri arasında istatistiksel olarak bir fark elde edilmedi 

(p>0.05).  

10. PSA/KLK3 geninde tanımlanan -252 G>A (rs4802754) polimorfizmi 

incelendiğinde, hasta grubunda 32 bireyde GG genotipi (%72.7), 8 

bireyde GA genotipi (%18.2), 4 bireyde AA genotipi (%9.1) olarak 

belirlenirken, kontrol grubunda 28 bireyde GG genotipi (%65.1), 13 

bireyde GA genotipi (%30.2), 2 bireyde AA genotipi (%4.7) olarak 

bulundu. Hasta grubunda G alleli görülme sıklığı %81.8, A alleli 
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görülme sıklığı %18.2 iken, kontrol grubunda G alleli görülme sıklığı 

%80.2 ve A alleli görülme sıklığı %19.8 olarak belirlendi. 

11. PSA/KLK3 geninin -252 G>A (rs4802754) bölgesinin polimorfik 

dağılımları karĢılaĢtırıldığında, prostat kanseri hastaları ve BPH 

kontrolleri arasında istatistiksel olarak bir fark elde edilmedi. 

12. RNASEL geninde tanımlanan D541E T>G (rs627928) polimorfizmi 

incelendiğinde, hasta grubunda 14 bireyde TT genotipi (%31.8), 13 

bireyde TG genotipi (%29.6), 17 bireyde GG genotipi (%38.6) 

olarak belirlenirken, kontrol grubunda 18 bireyde TT genotipi 

(%41.9), 15 bireyde TG genotipi (%34.8), 10 bireyde GG genotipi 

(%23.3) olarak bulundu (Tablo 14). Hasta grubunda T alleli görülme 

sıklığı %46.6, G alleli görülme sıklığı %53.4 iken, kontrol grubunda 

T alleli görülme sıklığı %59.3 ve G alleli görülme sıklığı %40.7 

olarak belirlendi (Tablo 14). 

13. RNASEL geninin D541E T>G (rs627928) bölgesinin polimorfik 

dağılımları karĢılaĢtırıldığında, prostat kanseri hastaları ve BPH 

kontrolleri arasında istatistiksel olarak bir fark elde edilmedi 

(p>0.05). 

14. Prostat kanserinde kapalı toplumlarda daha sıklıkla saptanan 

polimorfizmler, BPH ile karĢılaĢtırıldığında istatistiki olarak anlamlı 

bulunmadı. 

Sonuç olarak prostat kanseri kesitsel proteom incelemesinde 

Türk toplumuna özgü protein profilleri ilk kez belirlenmiĢtir. Bunlar 

arasında 6628 Da ağırlığındaki protein ayrıcalıklı olarak dikkat 

çekmektedir. Çoklu biyobelirleyici çalıĢmaları kanser gibi karmaĢık 

patogeneze sahip hastalıkların erken tanı, takip ve yeni tedavi 

stratejilerinin belirlenmesinde önemli faydalar sağlayacaktır. 
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7. ÖZET 

 

Türk toplumunda prostat kanseri proteom profillerinin ve 

androjen reseptör, PSA, RNASEL gen polimorfizmlerinin incelenmesi 

 

Kanserin erken tanısı, kontrol ve önlenmesinde en önem 

taĢıyan basamaktır. Proteom ve genom çalıĢmaları, kanser tanısı, prognoz 

takibi ve tedavi planlanmasını aydınlatacak veriler sağlamaktadır. 

Kanserin proteomik analizi aday biyobelirleyicilerin saptanması konusunda 

yeni fırsatlar sunmaktadır. 

 

Bu çalıĢmanın amacı Türk toplumunda prostat kanseri 

protein profillerinin proteomiklerle belirlenmesi, Türk toplumuna ait prostat 

kanseri serum çoklu biyobelirleyicilerin tanımlanması ve prostat kanseri ile 

iliĢkili sıklıkla üzerinde çalıĢılan gen polimorfizmlerinin incelenmesidir. 

 

Proteom profilleri 47 prostat kanseri, 50 benign prostat 

hiperplazisi, 20 PSA 0 prostatektomi sonrası hasta ve 20 sağlıklı kiĢi 

serumlarında surface enhanced laser desorption/ionization time-of-flight 

(SELDI-TOF) kütle spektrometresi ile analiz edildi. Moleküler genetik 

analiz Androjen Reseptör (AR) CAG tekrarları, Prostat Spesifik Antijen 

(PSA) promoter bölge ve RNASEL gen polimorfizmlerine yönelik yapıldı. 

 

Proteom analizi sonucunda kontrol gruplarıyla 

karĢılaĢtırıldığında prostat kanseri olan grupta 7 farklı serum proteini 

belirlendi (p<0.01). Prostat kanseri grubunda normal serum seviyesinden 

düĢük olan 4 ve yüksek olan 3 tane protein bulundu. 6628 Da ağırlığındaki 

protein ayrıcalıklı olarak değerlendirildi (p<0.001). Yapılan moleküler 

genetik analizler sonucunda ise AR geni ekson 1 bölgesinde (CAG)n 

tekrarları PSA -158, PSA -252, ve RNASEL D541E polimorfizmleri prostat 
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kanseri ve benign prostat hiperplazisi kontrol grubunda istatistiki olarak 

anlamlı bulunmadı. 

 

Proteom çalıĢmaları ile prostat kanseri için farklı 

biyobelirleyiciler tanımlanması mümkün olabilmektedir. Türk toplumu için 

kesitsel de olsa özellikle prostat kanserinde yeni bir biyobelirleyici (6628 

Da) dikkat çekmektedir. AR geni CAG kısa tekrarları, PSA promoter bölge 

ve RNASEL D541E polimorfizmlerinin prostat kanser riski ile iliĢkisi 

konusunda anlamlı bir sonuç elde edilememiĢtir. Proteom ve genotip 

iliĢkisinin ortaya konulabilmesi için daha ileri çalıĢmalara gerek 

duyulmaktadır. Bu çalıĢmadan elde edilen sonuçlar proteomik çalıĢmaların 

kanser erken tanısında oldukça doğru ve yeni bir yaklaĢım yaratabileceğini 

ortaya koymaktadır. 

 

Anahtar Kelimeler: Prostat kanseri, proteom, genetik polimorfizm, SELDI-

TOF MS, biyobelirleyici 
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8. SUMMARY 

 

Investigation of proteome profiles and androgen 

receptor, PSA, RNASEL gene polymorphisms related to prostate 

cancer in Turkish population 

 

The early detection of cancer is crucial for its ultimate control 

and prevention. Proteome and genome studies provide data and new 

insights into cancer diagnosis, following the prognosis and treatment 

plans. Proteomic analysis of cancer provides new opportunities to 

identification of candidate biomarkers. 

 

The aim of this study is to determine protein profilles of 

prostate cancer patients in Turkish population, identify multiple biomarkers 

in serum and investigate related frequent gen polymorphisms in prostate 

cancer. 

 

Proteom profilles were analyzed for 47 prostate cancer, 50 

benign prostate hiperplazi and 20 post prostatectomy PSA value 0 

patients and 20 healthy control group by surface enhanced laser 

desorption/ionization time-of-flight (SELDI-TOF) mass spectrometry. 

Molecular genetic analysis were carried out towards the polymorphisms of 

Androgen Receptor (AR) CAG repeats, Prostate Specific Antigen (PSA) 

promoter region and RNASEL gene. 

 

Seven serum differential proteins were identified in the PCa 

group compared with the control groups (P < 0.01) in proteome analysis. 

There were 4 proteins at the lower serum level and 3 proteins at the higher 

serum level in the PCa group. 6628 Da was evaluated as special and 

privileged for prostate cancer (p<0.001). According to the molecular 

genetic analysis there were no statistical difference between prostate 
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cancer and benign prostate hyperplasia groups due to the polymorphisms 

of (CAG)n repeats in AR gene ekson 1 region. PSA -158, PSA -252 and 

RNASEL D541E. 

 

It is possible to identify different biomarkers for prostate 

cancer by means of proteomic studies. In this sectional study, a new 

serum biomarker (6628 Da) of PCa for Turkish population is remarkable. 

The results show that there is no significant relationship between AR gene 

short repeats and polymorphisms of promoter region of PSA gene and 

RNASEL D541E. Further studies should be performed to clarify the 

proteome and genotype association. Results obtained from this study 

show that proteomic researches will provide a highly accurate and 

innovative approach for the early diagnosis of cancer. 

 

Key words: Prostate cancer, proteome, genetic polymorphism, SELDI-

TOF MS, biomarker 
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Dr. Sevda MenevĢe‟ye ve Sn. Prof. Dr. Adnan MenevĢe‟ye sonsuz 

teĢekkürlerimi sunarım. Ayrıca, tez çalıĢmam boyunca her türlü yardımı ve 

desteğini esirgemeyen Sn. Öğr. Gör Dr. Ġlke Önen‟e teĢekkürü bir borç 

bilirim.  

 

Doktora eğitimim boyunca dostluklarını, desteklerini 

esirgemeyen, Sn. Doç.Dr. Ece Konaç‟a ve Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim 

Dalı çalıĢma arkadaĢlarıma özellikle Sn Yasemin IĢık Koç‟a teĢekkürlerimi 

sunarım. 

 

Hayatımın her döneminde gösterdikleri anlayıĢ ve özveriler 

için sevgilerini ve desteklerini sürekli hissettiğim sevgili annem Özden 

Yalınay‟a, babam Engin Yalınay‟a, eĢim ErĢan Çırak‟a, canım oğlum Alaz 

Çırak‟a ve sevgili kardeĢlerim ġebnem Yalınay Çinici ve Didem Yalınay‟a 

sonsuz Ģükranlarımı sunarım. 
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11. ÖZGEÇMİŞ  

 

Adı Soyadı: AyĢe Meltem Yalınay Çırak 

 

Doğum Yeri ve Tarihi: Ankara, 1966 

 

Orta ve Lise Öğrenimi: 1977 - 1984 TED Ankara Koleji 

 

Yüksek Öğrenim: 1984 - 1990 Ankara Üniversitesi Tıp 

Fakültesi 

 

Uzmanlık: 1993 - 1997 Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Mikrobiyoloji Anabilim Dalı 

Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Uzmanı 

 

Doktora: 2005 - Halen Tıbbi Biyoloji ve Genetik 

Doktora eğitimi 

 

Doçentlik Ünvanı: 15.04.2004 Mikrobiyoloji Bilim Alanı 

 

Çalıştığı Kuruluşlar: 1991 - 1993 S. S. K. Ulus Hastanesi, 

mecburi hizmet görevi için Pratisyen Hekim 

olarak 

1993 - 1997 Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Mikrobiyoloji Anabilim Dalı‟nda AraĢtırma 

Görevlisi 

1998 - 2000 Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Mikrobiyoloji Anabilim Dalı‟nda Öğretim 

Görevlisi  
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 2000 - Nisan 2004 Gazi Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı‟nda 

Yardımcı Doçent  

2004 - 2010 Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı‟nda Doçent 

2010- Halen Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı‟nda 

Profesör 

 

İdari Görevler: 2002 - Halen Moleküler Bakteriyoloji Rutin 

Laboratuvar Sorumlusu 

2001 - 2003 tarihleri arasında Ġmmünoloji 

AraĢtırma ve Uygulama Merkezi Müdür 

Yardımcılığı 

 

 Koordinatörlük Görevleri 

2002 - 2004 tarihleri arasında Dönem I 

Koordinatör Yardımcılığı  

2002 - 2008 Dönem I Koordinatörlüğü 

Eğitim Kurullarındaki Görevler 

2004 - Halen EleĢtirel DüĢünme ve Sanat 

Kurul BaĢkanlığı  

2004 – 2010 Klinik Beceri Eğitim Kurulu 

BaĢkan Yardımcılığı 

2005 - Halen ĠletiĢim Becerileri Kurul Üyeliği 

2004- Halen Hastane Enfeksiyon Kontrol 

Komitesi Üyeliği 

 

Buluş PATENT 

 

TR200402876: ÇIRAK AYġE MELTEM 

YALINAY (TR), ENGĠN EVREN DORUK 

(TR); TÜRET SEVGĠ (TR); ÜNAL 
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SELAHATTĠN (TR); DUMLU GIYASEDDiN 

ġÜKRÜ (TR). Helicobacter pylori DNA'sının 

ve makrolid dirençli genotiplerin tava problar 

kullanılarak polimeraz zincirleme tepkimesi 

ile saptanması 

 

Yurtdışında Yaptığı 

Çalışmalar: 

 

2001 Amerika BirleĢik Devletleri Columbia 

University College of Physicians and 

Surgeons araĢtırıcı  

2003 Fransa Université Victor Segalen 

Bordeaux 2 Faculté de Médecine Victor 

Pachon Laboratoire de Bactériologie 

Bactériologie et Epidémiologie des 

Infections Digestives‟de araĢtırıcı 

2006 Ġngiltere Ciphergen Protein Chip 

Technology Basic Training Course 

 

İlgi Alanı Moleküler Mikrobiyoloji ve Moleküler 

Bakteriyoloji, Klinik Mikrobiyolojide 

antibiyotikler ve antimikrobiyal direncin 

moleküler belirlenmesi, Helicobacter pylori 

moleküler genetiği ve moleküler 

saptanması, Rekombinant DNA Teknikleri, 

DNA dizi analizi 

Bilimsel Kuruluşlara 

Üyelikler:  

 

Klinik Mikrobiyoloji Uzmanlık Derneği 

(Kurucu yönetim kurulu üyesi) 

Bakteri Genetiği ÇalıĢma Grubu 

Türk Mikrobiyoloji Cemiyeti Derneği 

Ankara Mikrobiyoloji Cemiyeti Derneği 

Viral Hepatitle SavaĢım Derneği 

Türkiye Parazitoloji Derneği 
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