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BOLUM-I
1.1. GIRIS VE AMAG

Bilimsel birgok alanda oldugu gibi gectigimiz son on yilda molekuler bi-
yoloji ile ilgili arastirmalarda da etkileyici ilerlemeler gergeklesmis ve birgok
uygulama arasinda, bilinmeyen DNA dizileri ya da genetik anomalilerin orta-
ya c¢ikarilmasinda kullanilabilirligi kanittanmigtir. Molekuler biyoloji dahilinde;
duyarh tekniklerin gelisimi ile nikleik asitlerin dakika mertebesinde tayinini
saglayan bir gok guclu ekipman geligtiriimigtir. Fakat bu gelismeler uygun test
materyaline ve yuksek duyarlikli metotlara olan ihtiya¢ gibi dogal sorunlarin
Ustesinden gelmek icin yeterli olamamaktadir. ideal olani, tani érneklerinin
hastayl rahatsiz etmeden kuguk bir invaziv iglem ile alinmalari ve hastalik

riskinin hizli ve guvenilir bir sekilde kolayca belirlenebilir oimasidir.

Kan ve idrar ornekleri, bircok tani amacli uygulamalar icin kullanilabilir
olmasina ragmen; kanserlerde siklhkla tumor biyopsileri gibi invaziv metotlar

ile hastaliklarin molekuler tanisi konmaktadir.

Prostat adenokarsinomu olarak tanimlanan prostat kanseri (PCa), genel
olarak sanayilesmis bati toplumundaki erkeklerin %10’ undan fazlasinda Kkili-
nik olarak ortaya ¢ikan bir durumdur. Geng¢ erkeklerde nadir gorllen bir kan-

ser olup yas ile artan insidans gostermektedir.

PCa’ nin rutin taramasinda gunuimuzde kullanilan en gecerli yontem,

biyokimyasal bir markir olan serum prostat spesifik antijen (PSA) dizeylerini



degerlendirmektir. Fakat prostat kanserinin erken tanisinda ve molekuler si-

niflandirmasinda yeni markir aragtirmalari devam etmektedir.

Prostat kanseri tani bagsarisinda iki problem ortaya ¢ikmaktadir. Gunu-
muzde prostat kanserinin erken evresinde yavas ilerleyecegdi ya da agresifle-
secegi konusunda ayirt edici guvenilir bir metot bulunmamaktadir. Ayrica ba-
z1 hastalarda PSA sonuglari ile prostat kanserinin klinik gelisimi tanimlana-
mamakta ve tedavi yaklasimi gecikmektedir. Ayrica mikrometastazin ortaya
cikariimasindaki yontemler de yetersiz olmaktadir. Radikal bir tedavi olan
prostatektomi de bazi hastalara yarar saglayamamakta, ¢unku hastalar me-

tastazdan olmektedir.

Kanser riskini belirleyen faktorler arasinda yasam bigimi gibi mekaniz-
malar da molekuler biyolojide soru isareti olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Pros-
tat kanserinde bilinen dis karsinojenler bulunmamakta, bundan dolay! hasta-

lik siklikla endojen etkenler sonucu olugsmaktadir.

Hasta ya da saglikl bireylerin serum ve plazmalarinda serbest DNA’ nin
kesfi son yillarda bu konuya olan ilgiyi arttirmistir. Yapilan ¢ailsmalar ile se-
rum ve plazma DNA’sI kanser hastaligi gelisiminde énemli ve gegerli bir me-

todoloji ve potansiyel tani kriteri olarak tanimlanmaktadir.

Calismamizda; sensitivitesi ve spesifitesi cesitlilik gostermesine rag-
men; prostat kanserli hastalarin plazmalarindaki serbest DNA degisimlerinin
varliginin ortaya konulmasi amaclanmistir. Tarama testi olarak kullanilabilirli-

gi saptanmaya caligiimigtir.



1.2. GENEL BILGILER

1.2.1. Genital Sistem

Erkek genital sistemi, i¢c ve dis genital organlar olmak Uzere iki grupta
incelenmektedir. Erkek dis genital organlari; Skrotum ve penis' ten olusmak-
ta, i¢c genital organlan ise; testis, epididimis, ductus deferens, vesicula

seminalis ve ductus ejaculatorius'u igermektedir (60) (sekil 1).

Mesane

Uretra

Anus

Penis .
I Testis

Prostat

Sekil 1: Erkek genital sistemi

1.2.1.1. Erkek Dis Genital Sistemi

1.2.1.1.2. SKROTUM

Skrotum; testis, epididimis ve funiculus spermaticus' un bir boIimina ve

¢ok sayida damar yapisi igeren bir yapidir. Dogumdan onceki donemde tes-



tisler kasik kanali iginde buraya tagindiklari igin karin 6n duvarini olugturan
tum tabakalar (kaslar, fasyalar), skrotum'un yapisinda ¢ok ince lifler seklinde
yer almaktadir. Deriye yapisik durumda bulunan tunica dartos tabakasi fascia
superficialis’ in ylizeysel ve derin yapraklarinin kaynasmasi ile olusur ve igin-
de m. dartos denilen diz kas lifleri bulunur. Bu kas lifleri 1sI regulasyonunda

en 6nemli faktordar (9).

Skrotum derisi gok ince olmakla birlikte, melanin pigmenti fazlaligi ne-
deniyle kahverengidir. Uzerinde az sayida kil folikiilii ile ter bezleri bulunur.
Yag dokusu igerigi dusuktur. Bu 6zelligi 1s1 regulasyonunda onemli bir rol oy-

namaktadir.

Skrotum 1sisi normal viicut i¢ i1sisindan 3-4°C daha disiktir (33,9°C).
Bu farklihdin nedeni esey hucrelerinin geligsmesi icin uygun ortamin yaratil-
masidir. Dis ortam sicak ise m. dartos'un (duz kas lifleri) etkisiyle deri gevser
ve alani genigletmek amaciyla duzlesir. Tersine dis ortam soguk ise m.
dartos kasilarak deriyi buzer. Skrotum sperm islevlerini korumak agisindan
¢ok dnemli bir 6zellige sahip olmaktadir. Sperm hucreleri 1s1 degisikliklerin-
den olumsuz etkilenirler ve islevlerini en iyi sekilde yerine getirebilmeleri igin
vucut 1sisindan yaklasik 2 derece daha dusuk bir ortamda bulunmalari gere-

kir. Torbanin vicut disinda bulunmasinin nedeni budur.

1.2.1.1.2. PENIS

Sabit bolumul perineum' da; serbest bolimu ise skrotum’un 6niinde bu-
lunan silindirik yapili bir organdir. Hem ciftlesmeyi, hem de idrar iletimini sag-

layacak sekilde cift fonksiyonlu bir olusumdur. Genital organ olma 6zelligi



ancak ergenlikten sonra kazanilir. Normal konumda serbest bolumu 6-8 cm
iken ereksiyonda 12-14 cm' e ¢ikar. Perineum’ da yer alan ve distan gorul-
meyen bolumu radix penis (penis koku) adini alir. Serbest olarak skrotum

uzerinde sarkik bulunan bolumu ise corpus penis (penis govdesi) 'tir (32).

Penisin ortasindan uretra adi verilen idrar borusu gegcmektedir. Mesane
ile baglantili olan bu boru, penis basinin u¢ kisminda bulunan Uretra agzina
acllmakta ve hem meninin hem de idrarin disariya bosaltiimasini saglamak-

tadir.

1.2.1.2. Erkek i¢ genital organlari

1.2.1.2.1. ORCHIS (TESTIS)

Funiculus spermaticus'u olusturan yapilarla birlikte skrotum icinde asili
duran, oval sekill, esey huicresi (spermium) ve erkeklik hormonu
(testesteron) ureten bir ¢ift bez yapisidir. Testislerin buyuklukleri kisiden kigi-
ye degismekle beraber, her biri ortalama 20-30 gram agirhiginda, 4-5 santi-
metre uzunlugunda ve 2-2,5 santimetre kalinliktadirlar. Testisler yaklagik
ayni buyuklUkte olmalarina kargin yapisal olarak sol testis sagdakine gore
biraz daha asagida yer almaktadir. Her testis icinde kucuk ve oldukg¢a kivrimli
sperm kanalciklari bulunmaktadir. Bu kanalciklar beyindeki hipofiz bezinin
salgiladigi FSH hormonunun verdigi emirle sperm hucreleri Gretmektedirler.
Testisler yine hipofiz bezinden salgilanan ve LH adi verilen hormonun etkisiy-
le testesteron hormonu uretirler. Erkek c¢ocukta ergenlik donemine girene
kadar nispeten duguk miktarlarda salgilanan testesteron hormonu ergenlikle

birlikte daha hizli salgilanmaya baglar ve erkek cocukta ses kalinlagsmasi,



sakal-biyik ¢cikmasi, vucut kaslarinin gelismesi, vucutta erkek tipi killanmanin
ortaya ¢cikmasi gibi erkeksi 6zelliklerin ortaya ¢cikmasini saglar. Sperm uretimi
de ergenligin baglamasiyla kisa surede baglar. Erigkin bir erkekte de testes-
teron erkek cinsiyete 6zgu o6zelliklerin devamini ve surekli olarak sperm Ure-

timini saglamaktadir (11).

1.2.1.2.2. EPIDIDYMIS (ERBEZi USTU-Epididimis)

Testislerde Uretilen sperm hucrelerinin, sperm kanallarina ulagsmadan
once toplandiklari yerdir. Erkek sperm hucrelerinin olgunlagmak igin kisa su-

re beklemelerini saglamaktadir (60).

1.2.1.2.3. DUCTUS DEFERENS (SPERMiIUM KANALLI)

Ductus deferens, epididimisten sonra gelen ve yalnizca iletim iglevi olan
bolumduar. 40-50 cm uzunluktadir. Muskuler duvar yapisi nedeniyle kordon
benzeri bir yapisi vardir. Gegis yaptigr bolume gore dort pargaya ayrilir. Bi-
rinci parcasi, epididimis’in arkasinda kalir. ikinci parcasi, funiculus
spermaticus denilen kordon iginde yer alir. Uglincli parca, kasik kanali igin-
den gegen boélimudur. Dordincl parcgasi ise kasik kanalinin i¢ tarafinda ka-
lan ve vesicula seminalis' e kadar suren son bolumuduir. Ductus deferens’ in
genislemis olan son bélumua ampulla ductus deferentis adini alir. Burasi pros-
tat bezinin taban kismi yakininda bulunur ve ejakulasyon oncesinde spermin

depolandigi bir bolgedir (60).



1.2.1.2.4. DUCTUS EJACULATORIUS

Ductus deferens ile ductus excretorius'un birlesmesi sonucu olusan iki
cm uzunlugunda dar (0,5 mm) ve ince duvarl bir kanaldir. Prostat bezinin
parankim dokusu iginden gecgerek colliculus seminalis’ lerde pars prostatica
uretra’ ya agilir. Uretra’ nin bundan sonraki boliimi idrar ve meni nakli igin

kullanilacak sekilde ¢ift fonksiyonludur.

Parasempatik etki sekresyona neden olur. Ductus deferens boyunca
yavas peristaltik dalgalar olusur. Spermatozoa’ lar epididimis’ ten depolan-
mak Uzere ampulla’ ya ulastirilir. Sempatik etki ise kanalin duz kaslarinda

kuvvetli kasilmalara bdylece ejakulasyona yol agar.

1.2.1.2.5. FUNICULUS SPERMATICUS

Testisin damarlarini, sinirlerini ve ductus deferens’ i igeren, canalis
inguinalis ile testis arasinda uzanan kordondur. Sag ve solda birer tane ol-

makla birlikte testisleri skrotum i¢inde asili tutar.

1.2.1.2.6. GLANDULA SEMINALIS (VESICULA SEMINALIS-MENI

KESECIGI)

Glandula seminalis kivrimli, tek bir kanal olmakla birlikte idrar kesesinin
arka yuzu ile rektumun 6n ylUzU arasinda, sag ve solda birer tane olan ve 4-5
cm uzunlugundaki kuguk bir bezdir. Alt ucu, salgisini akitti§gi diz ve dar bir
kanal seklindedir ve ductus excretorius adini alir. Bir depo yeri degildir. Me-
ninin disari atilmasi sirasinda kasilmalar yapar. Salgisi, fruktoz ve kolin igcer-

mesi nedeniyle sperm hucrelerinin hareketliligini artirir, yasamsal enerijilerini



saglar. Meninin yaridan fazlasini bu bezin salgisi olusturur. Spermatozoa’
larin hareketli olmalari igin gerekli enerjiyi Uretmek i¢in karbonhidrata ihtiyag-
lari vardir. Vicutta fruktoz Ureten tek yer seminal bezlerdir. Fruktoz yoklu-
gunda spermler ovuma ulasarak onu dolleyemezler ve fertilizasyon gergekle-

semez (69).

1.2.1.2.7. COWPER BEZLERI

Perineum'da pars membranacea uretranin arka disg yaninda ve penis
kokunun Ust tarafinda bulunmaktadir. Yaklasik bir cm ¢apindadir. M.
sphincter Uretraya ait kas lifleri ile kusatiimistir. Sempatik lifleri L1-2; para-
sempatikleri S2—4 segmentlerinden gelir. Akitici kanallarina ductus gll.
bulbourethrales denilir, 2-3 cm uzunlugundadir. Uretranin pars spongiosa
'sinin ilk bolumune acilirlar. Koyu (mukoid) ve alkali bir salgisi vardir.
Ejakulasyondan once salgilanir ve Uretra mukozasindaki idrar artiklarinin

noétralizasyonunu saglar.

1.2.1.2.8. GLANDULA PROSTATA (PROSTAT)

Prostat erkek Ureme sisteminin bir pargasi olan 2.5x3x4 cm ebatlarinda
yaklagik 20 gr agirhginda bir salgi bezidir. Rektumun hemen 6nunde ve igin-
de idrarin biriktigi mesanenin alt kisminda bulunmaktadir. Prostat ayni za-

manda idrarin icinden gectigi kanal olan Uretrayi sarar.

Prostat, Greme olayina yardimci olan bir i¢ salgi bezi olup meninin asit
baz oranini ayarlamaktadir. Prostati olusturan hucrelerin yaptigi salginin,
onemli bir kismini da prostat salgisi olusturmaktadir. Ejekilatin %1-2’ si

spermden, %98-99 spermi tagiyan sividan olusmaktadir. Prostat salgisi gun-



Ik 0,50 ml kadardir ve ejakulatin (meni) % 15-25 kadarini olusturur.

Ovumun dollenmesini saglamak uzere alkalen (bazik) yapidadir.

Fetlsun 12. haftasinda prostat olusumu blyUk oranda tamamlanmak-
tadir. Prostat 35—-40 salgi bezini ¢cevreleyen bag ve kas dokularindan olusur.
Prostat salgi bezlerinin kanallar1 prostat icinden gecen idrar yoluna (Uretra)
acilir. Ayrica prostat icindeki bu idrar yoluna meni kanallari da agilmaktadir.
Mesaneyi disariya baglayan idrar yolu, prostat bezi icinden sonra hem idrar

hem de meni yolu gorevini gormektedir.

Prostatin yaklasik % 30’ u muskuler doku, kalani glandiler epitelyum-
dan olusur. Glanduler elementin duktuslari ve asinileri kolumnar epitelyum ile
doselidir. Prostatik duktuslar prostatik Uretranin posterioruna drene olurlar.
Glanduler element primer olarak posterior ve lateral bolimlerdedir. Anterior
segment ise fibromuUskuller yapidadir. McNeal glanduler elemanlari santral
zon, periferik zon ve transisyonel zon olarak U¢, non-glanduler yapilari ise
fibromuskuler stroma ve preprostatik sfinkter olmak Uzere iki bolgeye ayir-
mistir. Anterior fibromuskuler stroma Fibroz ve muskuiler dokudan olusur,
glanduler yapilar igermez. Tum prostat dokusunun % 30’ unu olusturur.
Detrisor kasindan koken alir ve prostatin 6n ylzunua timayle kaplar.
Preprostatik sfinkter, prostatik Gretrayl tGmuyle saran duz kas sfinkteridir.
Glanduler elemanlar igermez ve retrograd ejakulasyonu onlemekle gorevlidir.
Santral zon, glandller yapilardan olusur, veru montanumun arkasinda
uretrayl saracak bigcimde yerlesmigstir. Transisyonel zon, tum prostatin % 5’

inden azini olugturmasina ragmen fonksiyonel 6nemi ¢ok fazladir. Distal ve



proksimal Uretranin birlesim yerinde, uretranin hemen c¢evresinde yer alan

klguk bir grup glandiler elemandan olugmustur (Sekil 2) (7).

& Mesane

Seminal
vezikill ‘
Ejakulat kanali

Gegcis bolgesi L

Anterior
fibromuskular
stroma

Verumontanum

Merkezi bolge

Uretra
Periferal bolge

Sekil 2: Prostat bezinin boélgeleri

1.2.2. Kanser

Kanser, timor supresor genlerinin inaktivasyonu ve onkogenlerin akti-

vasyonu sonucu olugan bir genetik hastaliktir.

Kanserin gelisim surecinde, tumoér olusum mekanizmalari ve mutasyon-
lar rol almaktadir. Kanser gelisimi; genetik ve epigenetik degisimlerin Ust Uste
birikmesi sonucu olugsmaktadir (32). Bu degisimler; nokta mutasyonlarini,
kromozomal yeniden duzenlenmeleri, mikrosatellit kararsizhigini, tGmor
supreser genlerin promotor bdlgelerin hipermetilasyonunu ve / veya
inaktivasyonunu, onkogenlerin aktivasyonunu ve apoptozisin baskilanmasini

vb. icermektedir (25).
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1.2.2.1. Prostat Kanseri

Prostat kanseri, erkek Ureme sisteminin 6nemli bir Gyesi olan prostatta
gorulen malign degigikliklerdir ve ileri yas erkeklerde gorulen en sik rastlanan
kanserlerden birisidir (Sekil 3). Prostat kanseri, erkeklerde en fazla tani konu-
lan neoplazm olup A.B.D.' nde kansere bagli mortalitede ikinci sirada yer al-
maktadir. Avrupa’ da her yil tahmini 2,6 milyon yeni olguya kanser tanisi
konmaktadir. Erkeklerde gorulen kanserlerinin %11’ ini prostat kanseri olus-
turmakta ve erkekler arasindaki tum kanser olumlerinin %9’ unun sebebi ol-

maktadir (65).

1000 4

00 1
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S00 1

400 4

0 T— T T T T T T T T
0-14 15-34 3539 40-44 45-49 50-54 55-59 60-64 6569 T0O-T4 T5-T9 80-84 =384

Yas

Sekil 3: Prostat kanseri insidansi [100.000 Erkek, (65)]

Prostat kanseri (PCa) diger kanser tipleri gibi genetik ve epigenetik etki-
lesimlerin sonucu gelisen normal grandular epitelyumun preneoplastik lez-

yonlara donusumu olarak da incelenebilen bir invaziv karsinomdur.
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Prostat adenokarsinomunun makroskopik olarak tanimlanmasi, radikal
prostatektomi orneklerinde genellikle zordur ve mikroskopik inceleme gerek-

lidir (8).

Bununla birlikte gri-sarimtrak renkte, sinirlari gevre dokudan tam olarak
ayirt edilemeyen, sert bir alan olarak izlenir (46). Mikroskopik olarak prostat
adenokarsinomu genis bir spektrum sergiler; anaplastik timorden, non-
neoplastik bez ile ayirimi oldukga zor olan iyi diferansiye neoplazma kadar

uzanir (46).

Cogdu prostat adenokarsinomu, bir veya daha fazla pattern olusturan
asinuslardan meydana gelir. Tani yapisal ve sitolojik bulgularin kombinasyo-
nuna baghdir. Isik mikroskobunda goérulen 6zellikler tani icin genellikle yeter-
lidir. Fakat nadir olgularda immunhistokimyasal inceleme yararl olabilir (8).
Prostat kanserleri prostatin asiner hucrelerinden dogan adenokarsinomdur.
Prostat bezi normal olarak, 50-70 yaslar arasinda atrofiye ugrar. Malign
transformasyonun atrofik veya postatrofik bezlerden gelistigi dusunultyor
iken, Mc Neal' in ¢calismalarinda ise premalign lezyonlarin genelde daha geng
dokulardan ve daha az olasilikla postatrofik gelistigi gosterilmigtir.
Karsinomanin gelisimi  aktif bezlerden olusmakta olup, androjen
stimulasyonun etkisi altindadir. Atopi ve hiperplazik degisiklikler prostatik
bezlerde bulunabilir. intraduktal displazi veya prostatik intraduktal neoplazi
premalign lezyonlardir. intraduktal neoplasia, prostat karsinomali hastalarin

ucte birinde, selim prostat hiperplazili hastalarin % 4’ inde goralir.

PCa, prostat asiner hicrelerinden kaynaklanan adenokarsinom olmakla

birlikte %70’ i periferik, %15-20’ si merkezi, %10-15" i transizyonel zondan
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gelismektedir. PCa’ nin cogu ¢ok merkezlidir ve heterojen bir yapiya sahiptir.
Yapisal ozellikleri ise kiguk veya orta buyutmede degerlendirilir, asinuslarin
Olclleri, sekilleri ve limenlerindeki degisiklikler incelenir (8). Bez olusturan
karsinomlarda, glandlar prostat dokusuna gore daha kalabalik olarak izlenir.
Prostat adenokarsinomunda glandlar tipik olarak gelisigtizel bir sekilde buyur.
Bezler birbirlerine dik olarak yerlesir ve infiltratif (nGfuz etme —sizma) surecin
bir gdstergesi olarak diz kas hucre demetleri ile dlzensiz olarak ayrilir.
infiltratif yapinin diger bir paterni blyiik benign bezlerin arasinda kiicik atipik
bezlerin yerlesmis olmasidir (65). Glandular diferansiyasyonun kaybi,
kribriform (damarlar-delikli) sekilli formasyonlar, birlesmis bezler, sekli bozul-
mus bez yapilari ile benign bezler arasindaki ayirim, yapisal érnege dayall
olarak daha belirgin hale gelir. indiferansiye prostat kanseri ise solid adalar,
hicre kordlari ve izole tek tek hucrelerle karakterizedir (20). Morfolojik olarak;
prostat kanseri histolojik derecede yalnizca heterojeniteyi ortaya ¢ikarmakla
kalmaz, prostatin ¢gok odakli histogenezini de ortaya koyar. Bazi durumlarda,
bu heterojenite birgok timoér odaginin zamanla birikmesi ve birbirini tetikle-
mesi sonucu olabilmektedir. Bir veya daha fazla spesifik genetik 6zelligin ka-

itiminin prostat kanserine neden oldugunu ortaya koymak zor olmaktadir.

Prostat kanserinin %10’ undan azi kaltsal olmakla birlikte; cogu prostat
kanseri sporadik olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu durum farkh genetik meka-
nizmalarin etkisi ve genetiksel olarak kontrol edilen multipl faktorlerle

sporadik tumorlerin evolusyonunu igerdigini gostermektedir (21).
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1.2.2.1.1. Genetik Temel

Genetik temelin kanitlari, etkilenen 1. derece akrabalar ve prostat kan-
seri teshisindeki yaslari ile prostat kanseri gelisme riski arasindaki lineer ilis-
kidir. ikiz galismalari ile genetik dispozisyon hakkinda daha ileri destek bu-

lunmustur.

PCa’ nin %9 oraninda 6nemli risk faktoru hereditedir. Birinci derecede
akrabalarda risk ikiye katlanmaktadir. Birinci derecede yakinlarda iki veya
daha fazla PCa var ise risk 5—11 kat artmaktadir. Buna bagli olarak prostat
kanseri riskinin ailevi olarak arttigi gosterilmigtir. Babalarinda ya da erkek
kardeglerinde prostat kanseri olan erkelerin bu kansere yakalanma risklerinin
oldukga arttig1 gosterilmistir (17). Ayrica, prostat kanserinin teshis edilme ya-
sinin gencglesmesi ile birlikte kardeslerde ya da aile bireylerinde prostat kan-
serine yakalanma riskinin de arttig1 gosterilmistir. Bu relatif riskin, 70 yasinda
prostat kanserine yakalanmig bir aile yakini olan erkekte 4 kat arttig1 goste-
rilmistir. Ayni risk 60 yas igin 5 kat, 50 yas igin ise 7 kat olarak hesaplanmig-
tir. Meme ya da kolon kanserine yakalanmig olan Kigilerin aile yakinlarinda

da prostat kanseri riskinin daha fazla oldugu belirlenmistir(17).

1.2.2.1.2. Etnik Ozellikler ve Cevresel Faktorler

PCa insidansi dinya capinda buyuk degiskenlik gdstermekle birlikte
uzak doguda yasayanlar bati Ulkelerinde yasayanlara gore daha az yakalan-
ma riskine sahiptirler. Her ne kadar 6zellikle saglk sistemindeki fark olmak
Uzere bazi farklar mevcutsa da aslinda Japonlar daki dasik PCa

insidansinin, diyet ve yasam tarzi gibi faktorlerle etkilesimi etkili olmaktadir.
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Tam bu farklihklar, PCa prekursorleri olan 6érnegin; prostatik intraepiteliyal
neoplazinin (PIN) tim dldnyada benzer siklikta gortlmesi ile daha ilging hale

gelmistir (30).

PCa gelisiminde ¢evresel ve yasam bigimi faktorlerine olan ilgi, go¢ ¢a-
ismalari ile daha da belirginlestiriimistir. En fazla PCa insidansinin Afrikali
Amerikalilarda olmasi, bu hastaliktaki etnik temeli vurgulamaktadir. Androjen
metabolizmasindaki farkliliklarin bu gézlemden sorumlu oldugu dusunulmus-
tur. ABD' de yasayan siyah derili erkeklerde prostat kanseri insidansinin ve
mortalitesinin beyazlara gore daha yuksek oldugu ve bunlarda metastatik
hastaligin daha fazla oldugu bilinmektedir. Yasam suresince PCa teshis
edilmesi ve prostat kanserinden 6lme riski beyazlarda % 15,53 ve % 2,95
iken ayni rakamlar ABD' nde yasayan Afrika kokenlilerde % 18,26 ve % 4,78
olarak tespit edilmistir (29, 30).

Otopsilerde prostat kanseri insidansi dunyanin gesitli boélgelerinde énemli bir
farkhlik gostermezken, klinik olarak saptanan PCa’ nin prevalansi bolgelere
gore farkhlik arzeder. Cografi bolgeler bakimindan en sik ABD ve Kuzey Av-
rupa’ da, en az Japonya ve guney dogu Asya’ da gorilmektedir. PCa riskini
azaltmak icin yeterli kanit olmamasina kargin hayvansal yaglarin azaltiimasi,
tahil, sebze, meyve ve kirmizi sarap gibi yiyecek ve iceceklerin arttiriimasi

Ozellikle ailede PCa olanlara 6nerilebilinmektedir (42).

1.2.2.1.3. Prostat Kanseri Skorlamasi

PCa icin Skorlama ve Evreleri seklinde 2 tip degerleme kullaniimakta-

dir.
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Skorlama; kanser hicrelerinin normal hicrelerle kiyaslandiginda ne ka-
dar farkli gérindiglni ortaya koyar. Tumor hicrelerinin ne kadar agresif ol-

dugunun bir gostergesidir.

1.2.2.1.3.1. Gleason Skoru

Prostat kanserinin derecelendirimesinde en sik kullanilan sistem
Gleason sistemidir. Bu sistemde, 1 den 5' e kadar kanserin normal prostat
bez dokusunu ne kadar iyi taklit ettigine gore derecelendirme yapilmaktadir.
Prostat kanserlerinde degisik derecelere sahip degisik alanlar bulundugun-
dan, kanserin gogunlugunu olusturan iki ayri alana iki ayri derece degeri veri-
lerek bu degerler toplanir ve 2 ile 10 arasinda bir Gleason skoru elde edilir.
2—4 arasindaki skorlar dusuk, 5-6 arasindaki skorlar orta derece, 7-10 arasi
skorlar yuksek olarak degerlendirilir (17). Skor yUkseldik¢e, kanser dokusu-
nun buyumesi ve yayilim hizi artar ve sagkalimin suresi kisalir. Gleason sko-
ru yuksek olan hastalarin kanserleri tani aninda olasilikla prostat disina ya-
yilmistir. Bu nedenle Gleason skorlamasi tedavi segenekleri ve tedavi oncesi

yapilacak ek testler konusunda yararli bilgiler saglamaktadir (45).
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Sekil 4: Prostat kanseri histolojik evreleri (65)

(Gx: Grade degerlendirilemiyor G1: lyi diferansiye (Gleason 2—4) G2:
Orta derecede diferansiye (Gleason 5-6) G3-4: Az differansiye/
indiferansiye (Gleason 7-10) ) (21)

1.2.2.1.3.2. TNM Siniflamasi

Evreleri ise kanserin buyuklugu ve lokasyonu ile ilgilidir. TNM TUmor-
Nodul- Metastaz evrelerinde N degeri etkilenmis lenf nodullerini (0-3 arasi),
M degeri ise timorun uzak bir metastazinin mevcudiyetini (0O—1 arasi) gosterir

(46).

Primer Tumor (T)

Klinik

Tx: Primer tumor degerlendirilemiyor

TO: Primer tumor bulgusu yok

T1: Klinik olarak gorulebilen veya palpe edilebilen tumor yok
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T1a: Tumor incelenen dokunun %5 veya daha azinda, insidental olarak

tespit edilir

T1b: Tumor incelenen dokunun %5’ inden fazlasinda insidental olarak

tespit edilir

T1c: Tumor igne biopsisi ile tespit edilir (YUkselmis PSA nedeniyle)

T2: Tumor prostat icinde sinirli

T2a: Bir lobun yarisi veya daha azini tutmusg

T2b: Bir lobun yarisindan daha fazlasini tutmus

T2c: Her iki lobu tutmus

T3: Tumor prostatik kapsul digina yayilmis

T3a: Ekstrakapsuler yayilim (unilateral veya bilateral)

T3b: Seminal vezikil yayilimi

T4: Tumor seminal vezikulden bagka diger komsu organlara; mesane
boynu, eksternal sfinkter, rektum, levator kaslar ve / veya pelvik

duvara invaze veya fiske

Patolojik (pT)

pT2: Organa sinirli

pT2a: Unilateral, bir lobun yarisi veya daha azini tutar
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pPT2b: Unilateral, bir yarisindan fazlasini tutar

pT2c: Bilateral hastalik

pT3: Ekstraprostatik yayilim

pT3a: Ekstraprostatik yayilim

pT3b: Seminal vezikul invazyonu

pT4: Mesane, rektum invazyonu

Patolojik T1 siniflandirmasi yoktur. pT3a’ da pozitif cerrahi sinir,

reziduel mikroskopik hastalik ile gosterilmelidir.

Bolgesel Lenf Nodlar (N)

Klinik

Nx: Boélgesel lenf nodu tutulumu degerlendirilemiyor

NO: Lenf nodu metastazi yok

N1: Lenf nodu metastazi

Patolojik

pNx: Bolgesel lenf nodlari 6rneklenmemis

pNO: Pozitif bélgesel lenf nodu yok

pN1: Lenf nodlarina metastaz
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Uzak Metastaz (M)

Mx: Uzak metastaz degerlendirilemiyor

MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz

M1a: Bolgesel olmayan lenf nodlarina metastaz

M1b: Kemik metastazi

M1c: Diger alan (lar), beraberinde kemik hastaligi olur veya olmaz.

Histopatolojik Grade (Sekil 4) (21)

Gx: Grade deg@erlendirilemiyor

G1: lyi diferansiye (Gleason 2—4)

G2: Orta derecede diferansiye (Gleason 5-6)

G3-4: Az differansiye/ indiferansiye (Gleason 7-10)

1.2.2.1.4. PSA

Prostata 6zgl antijen (PSA) seviyesi tani konmasinda oldukga 6nemli
spesifik bir markirdir. Kanda bakilan ve prostat bezine 6zgu bir protein olan
PSA prostat kanserinin tanisinda yardimci tetkiklerden biri olmaktadir. Pros-
tat kanseri acisindan kabul edilebilir duyarhliga sahip olmasina ragmen 0z-
gullik agisindan yetersizdir (36). PSA’ nin kullanim alanlari prostat kanseri

tanima, erken tani, evreleme ve tedavi sonrasi izlemdir.
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PSA ilk kez 1971 yilinda seminal plazmada tanimlanmig, 1980 yilinda
serumda Olgulmus ve son olarak 1994 yilinda prostat kanseri tanimlamasin-
da kullanim onayi almistir (36).

PSA, 33 kDa agirliginda, bir glikoprotein olup, kallikrein gen ailesinden olan
240 amino asitlik bir serin proteazdir (sekil 5). Prostatik epiteliyal hlcreler, bir
kallikrein-benzeri serin proteaz olan ve seminal plazmanin normal
komponenti olan PSA salgilamaktadir. 19. kromozomda (19q13.4) lokalize
olup androjen ile diizenlenen gen ekspresyonu mevcuttur. Erigkin bir erkekte
normal siniri 0—4 ng/ml olup biyopsi ile kanser yakalanma orani yaklasik
%25-30°dur (36). Digerlerinde PSA yuksekliginin en olasi nedeni BPH (iyi
huylu prostat blyumesi) ye baglh prostat hacmindeki artistir (11). PSA
dansitesi Benson ve ark. tarafindan BPH’ yi prostat kanserinden ayirmak igin
geligtiriimigtir (5). PSA' nin bu sinirin Gzerine ¢gikmasi prostat kanserini du-
sunduren bir bulgudur. PSA' nin tek basina ylksek olmasi kesin taniya go-
tirmemektedir (36). Bazen prostatin asiri bluyudugu durumlarda (BPH) ya da
siddetli prostat enfeksiyonlarinda da PSA degeri yukselebilmektedir. Ayrica
PSA degerleri esik dederde kalan olgularda veya PSA’ nin yukselmedigi ol-

gularda diger invaziv tani yontemleri uygulanmaktadir (42).

PSA’ nin kesfinin ardindan, formalinde fikse edilip parafine gomulmusg
dokularda, poliklonal veya monoklonal antikorlar seklinde prostatik
diferansiyasyonun immunhistokimyasal belirleyicisi olmustur. PSA, butin
prostatik zonlardaki nonneoplastik prostatik glanduler hicrelerin sitoplazma-
sinda lokalize olur. Fakat ne bazal hicreler, seminal vezikll / ejakulatuar
duktus glanduler hucrelerde ne de Urotelyal hucrelerde ekspresyonu izlen-

mez (20, 69).
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Prostatik glandular hicrelere nispeten yuksek spesifitesinden dolayi
cogu prostatik adenokarsinom icin yararli bir belirleyicidir. intratiméral ve
intertimoral heterojenitesi siklikla izlenir. Cogu calismada, artan timoér dere-
celeri ile ters orantili olarak PSA’ nin ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir

(69).

PSA, prostati sekonder tutan, diger neoplazmlardan ayirt edilmesinde
yararli olan bir parametredir (69). PSA ayni zamanda prostat karsinomunun
benign benzerlerinden, seminal vezikul, ejakulatuar duktus, nefrojenik ade-
nom, mezonefrik duktus kalintilari, Cowper glandlari, grantilomatoz prostatit
ve  malakoplakiden ayimmini  saglar (69). Yuksek  dereceli
adenokarsinomlarin kuguk bir kisminda PSA negatif olarak izlenir. Bazi
prostatik adenokarsinomlarda, androjen yoksunluk ve radyasyon tedavisi
sonrasinda PSA immunreaktivitesi kaybolur. Prostat spesifik membran anti-
jen (PSMA) ve androjen reseptorleri, bazi ylksek dereceli, PSA

immunnegatif prostatik adenokarsinomlarda immunreaktivite gosterebilir (69).
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hK2 tarafindan aktivasyom kesimi Glikosilasyon

inaktivasyon kesimleri

ER deki kesim

Proteaz

Pro-Proteaz

Pre-pro-proteaz

Sekil 5: PSA yapisi ve igslenmesi (65)

1.2.3. Serbest (cell-free) DNA

Potansiyel bir markir olarak énerilen dolasimdaki hticre digi nikleik asit-
ler, hizla yeni aragtirmalarin geligsimini saglamaktadir. Klinik durumlarin non-
invaziv tanisi igin serbest nukleik asitlerin tespiti 6nem tasimaktadir (44, 61).
Dolasimda bulunan DNA’ nin analizi ¢esitli kanser formlarinin tanimlanma-
sinda énemli olmaktadir. Cesitli kanser tiplerinde, metastaz ve rekurrenste
tumor orijinli serbest DNA yuksek oranlarda saptanmaktadir (32). GUnumuz-
de yapilan galigmalar serbest DNA seviyesinin, kanserde yeni bir tani markiri
olacagini gostermektedir (32, 37,51). Prostat kanserinin gelisim surecinin
belirlenmesinde serbest DNA’ nin dnemli bir roli oldugu kesfedilmistir. Ser-
best DNA’nin alternatif bir timor spesifik markir olarak arastiriimasina yénelik

sinirli sayida galisma mevcuttur.
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Kan dolasiminda iki ¢esit DNA bulunmaktadir. Birincisi |Okositlerden el-
de edilen DNA'dir. Digeri ise genellikle kanser hastalarinin serum ve plazma-
larinda yuksek oranda bulunan serbest DNA’ dir. Tumor DNA’ sinin tum ka-
rakteristikleri serbest DNA’ da da bulunmaktadir. Bunun apoptoz ya da nek-
roz sonucu dolasima gectigi distunulmektedir (73). Saglikh bireylerden sade-
ce dusuk oranda serum veya plazma DNA gdézlemlenirken, enfeksiyon, trav-
ma, sepsis, inme ve otoimmun hastaliklar gibi benign olgularda yuksek kon-
santrasyonlarda tanimlanmistir (3, 37, 70, 72,). Bu tur olgularda apoptoz ya
da nekroza badli yuksek hlcre 6lum orani ve bunun sonucu serbest DNA
fragmantlarinin  olusumu gézlemlenmektedir. Dolayisiyla; serbest DNA
oligonukleozomlarin bir formu olup htcre 6lum proseslerinin genel bir markiri

olarak gorulmektedir (28, 73).

Ziegler ve ark.lari yaptiklari galigmada doku yikimi ile sonuglanan has-
taliklarda serbest DNA varlhigi ortaya saptamis ve serum DNA’nin dokusal
bozulmalardan orijinlenebilecedi 6ne surmuslerdir (73). Leon ve ark. lari kan-
ser hastalarinin serumlarindaki DNA varligini rapor etmislerdir. ilk olarak;
lupus eritromatozlu hastalardan anti-DNA antikor sistemine dayanan
radyoimmunoassay (RIA) ile DNA kantifiye edilmigstir (35). Saglikli kontroller
ile karsilastirildiginda kanser hastalarinin % 50 sinde DNA seviyelerinin yuk-

sek oldugu gozlemlenmistir (56).

Kanser hastalarinda tumor orijinli plazma DNA’ nin ilk ortaya ¢ikisi 80’

lerin sonuna denk gelmektedir.

Kanser hastalarinin plazmalarinda artmis serbest DNA, azalmis kroma-

tin stabilitesi ve spesifik onkogenlerin, timoér slpresér genlerin ve
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mikrosatellit degisimlerin varligi gibi tdmor DNA’ sinin tim karakteristik 6zel-

liklerini sergilemektedir (1).

Yapilan galismalarda, plazmadan elde edilen DNA’nin 0,5-21 kb buyuk-
lGgunde ve cift zincirli formda oldugu gosteriimektedir. Plazmadaki DNA
uzunlugunun ise 0,2-13 ym oldugu saptanmistir (73). Saglikli bireylerin se-
rum serbest DNA orani 10 ile 30 ng/ml arasinda saptanmistir. Diger yandan
kanser hastalarinin plazmalarinda yuksek oranda serbest DNA fragmantleri
bulundugu tespit edilmistir. Ornegin; Shapiro ve arkadaslarinin bir ¢alisma-
sinda pankreas kanseri hastalarinin % 90’inda serumda serbest DNA mikta-
rinin 100 ng/ml den yUksek oldugu gorulmustur (41). Serbest DNA, genellikle
protein molekulleri ile gevrili bulunmaktadir. Bu durum gogu serbest DNA’ nin
degrade olmus hucrelerden veya genomik DNA’ nin enzimatik yikimindan
olusan nukleozomal elementlerin saliverilmesi sonucu olustugunu goster-

mektedir (37, 62, 63).

Serbest DNA’nin orijini igin bir diger alternatif mekanizma da DNA'nin
aktive lenfositlerden salinimidir. Bu olasilik ayrintili bir sekilde agiklanmamis
olmasina ragmen dolagimdaki DNA’ nin bu hucrelerden gelmig olabilecegi
ileri surdlmektedir (6,55). Serbest DNA, ¢ok dusuk bir oranda da saglikh bi-
reylerde gozlemlenmektedir. Saglikli  bireylerdeki serbest DNA’ nin
hematopoetik orijinli oldugu gosterilmistir. Kemik iligi transplantasyonunda,
erkekten kemik iligi transplante edilmis olgularin serum ve plazmasinda Y
kromozom dizisi gOsterilmis ve dolagsimdaki serbest DNA’ nin baskin bir se-
kilde dondr orijinli oldugu bulunmustur. Y kromozomundaki SRY geni

kantitasyonu serum ve plazmada benzer konsantrasyonlarda ¢ikmasi meka-
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nizmasi hala anlasilamamis olan aktif salinim bir kaniti olarak ileri strdlmus-

tiir (22).

Non-steroidal ila¢ kullaniminda ve bazi antibiyotiklerin etkisiyle serbest

DNA seviyesinde bir artis olabilmekte fakat bu artig sinirl olmaktadir.

Serbest DNA, PCR analizlerinde kullanilabilmektedir. Saflastiriimig ser-
best DNA odrneklerinin gogaltiimis konsantrasyonlarini birgok c¢alisma igin

farkh avantaji sunmaktadir.

Ayni olgulardan alinan serum &rneklerinde serbest DNA seviyelerinin
plazmaya oranla daha yuksek bulundugu ortaya konmustur (2). Bunun pihti-
lagsma iglemlerinin bazi hicrelere zarar vermesi sonucu serumda, daha yuUk-

sek oranda serbest DNA bulunmasina neden oldugu dusunulmektedir.

1.2.3.1. Tarihge

Dolasimdaki serbest DNA ilk olarak 1948 de Mandel ve Metais tarafin-

dan insan plazmasinda kesfedilmigtir (39).

Uzun bir zaman boyunca serbest DNA caligsmalari romatoid artrit ve sis-
temik lupus eritromatoz gibi otoimmun hastaliklara odaklanmig ve hastalarin
serumlarinda yuksek oranda varligi ortaya c¢ikarilmistir. Leon ve arkadaslari
tarafindan 1977’ de ise ilk defa radyoterapi géren kanserli hasta serumunda
cahlisiimis ve artmig DNA konsantrasyonunun timaor markiri olarak kullanilabi-
lecegini tanimlamiglardir (35). 1989 da kanserli hasta plazmasinda
neoplastik karakteristik olarak serbest DNA ortaya konmustur (54). Birkag yil

sonra da tumor kokenli (turevi) onkogen mutasyonlari degisik tip kanserli
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hastalarin (pankreatik kanser, myelodisplastik sendrom, akut myeloid 16semi)
serum ve plasmalarinda ortaya konmustur. Bu bulgular kanser hastalarinin

serum ve plazmalarindan tumor turevi DNA izolasyonunu yapilabilir kilmigtir.

1.2.3.2. SRY (Sex-determining Region Y gene)

insan Y kromozomu 60 milyonun Uzerinde nikleotid icermesine karsin
diger kromozomlara oranla gen sayisi en az kromozomdur. Y kromozomu
erkek karakteristik 6zelliklerinin genetik belirleyicisi olarak rol oynamaktadir.
insan Y kromozomu birgok ilging biyolojik dzellikler géstermekle birlikte sinirli
saylda islevsel gen tagsimasina karsilik sik tekrarlayan elemanlar icermektedir
(18). Erkek cinsini belirleyen Y kromozomu 114 gen icermektedir. Bu kromo-
zom Uzerinde bulunan SRY geni erkek i¢ ve dis genital organlarinin sekil-
lenmesinde rol oynamaktadir. Embriyonun ilk 8 haftasinda cinsiyetsiz olan
ureme hacreleri, bu gen sayesinde testis dokusuna donuserek testosteron
salgilamaya baslamaktadirlar. Bu da erkegin cinsinin gelisimini saglamakta-

dir (19).

SRY, testislerde ifade edilen bir proteini kodlamaktadir. Y kromozomu
Uzerinde bulunan, cinsiyet belirleyici bdlge olarak erkek cinsiyetini belirmesini
saglar. 204 amino asitlik nuklear proteini kodlayan insan SRY geni merkez
diziye 6zgu yuksek hareket yetenegine sahip (high mobility group (HMG))

DNA baglayici bir domain igermektedir.
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1.2.3.3. Telomer ve Telomeraz Enzimi

Normal ve malignant hucrelerin proliferatif kapasitelerinin kontrold,

telomer uzunlugu ve telomeraz aktivitesi ile iligkili olmaktadir.

Telomerler, dkaryotik kromozomlarin uglarinda yer alan ve ¢ok sayida
"TTAGGG" dizi tekrari iceren heterokromatik yapilar olup kromozom
stabilitesinde, gen ekspresyonunda, kromozomal replikasyonda, tumor olu-
sumunda, yaglanmada ve hulcre bdlinmesinde rol aldiklari bilinmektedir.
Okaryotik hiicrelerdeki DNA replikasyonunda, kalip DNA' nin 3' ucunun nor-
mal replikasyon mekanizmasiyla kopyalanamamasina "replikasyon sonu
problemi" denmektedir ve bunu kompanse edecek molekiler mekanizmalarin
yoklugunda, her hicre bolinmesinde kromozomal DNA'nin 3' ucunda, yakla-
sik 50-200 nukleotidlik kayip olmakta ve sonugta "hicresel yaglanma" gelis-
mektedir. Telomeraz (telomer terminal transferaz), kromozomal ugclardaki
"TTAGGG" tekrarlarinin sentezinden sorumlu olan ribonukleoprotein yapida
Ozel bir DNA polimerazdir (47). Embriyonik hucreler ve erigkin kok hucrele-
rinde aktif olan bu enzim, normal somatik hulcrelerde saptanmamakta,
immortal (6limsiiz) kanser hiicrelerinde ise yeniden aktive olmaktadir. insan

telomeraz enziminin bilinen 3 komponenti mevcuttur:

1) insan telomerazi RNA komponenti (hTR)
2) Insan telomerazi reverse transkriptazi (nTERT)

3) insan telomerazi protein komponenti (TP1)

"hTR” nin, telomer DNA' sina komplementer olan ve 5-CCCUAAA-3'

tekrarlarini iceren 8-30 bazlik bir bolumu sentezde kalip olarak kullaniimak-
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tadir. Telomerazin katalitik altbirimi olan "hTERT" ise bu diziye komplementer
olan "GGTTAG" dizi tekrarlarini sentezlemekte ve "G" den zengin olan 3'
ucuna eklemektedir. RNA kalibinin, yeni sentezlenen telomerik dizinin
3'ucuna dogru kaymasiyla, DNA polimeraz bu diziyi kalip olarak kullanarak
kargi komplementer zinciri tamamlar. Telomerazin RNA alt birimine baglanan
"TP1"in, enzimatik aktivitenin regllasyonunda roll olabilecegini ileri sirmek-

tedir (65).

1.2.4. PCR

DNA zincirinin 6nceden belirlenen bir bolgesini ¢cogaltmak igin kullanilan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), molekuler genetik alaninda devrim nite-
ligi tasiyan bir yontemdir. PCR, DNA molekulunde 6zgin hedef dizilerin
(3000 baz ciftinden kisa) in vitro ¢ogaltiimasi esasina dayanmaktadir. PCR’
da bir bodlgeyi ¢ogaltabilmek icin hedef DNA’ nin niukleotid dizisi hakkinda
baz bilgiler gerekir (68). Bu bilgi, DNA’ ya baglanacak olan iki oligonukleotid
primerin sentezi icin kullaniimaktadir. Bu primerler, ¢ogaltilacak tek zincirli
DNA molekulundeki tamamlayici dizilerle hibridize olur. Isiya dayanikl bir
DNA polimeraz olan Taq polimeraz, DNA’ daki hedef bdlgenin sentezini sag-
lamaktadir (13). Kalip DNA temiz olmak zorunda degildir. Kurumus kan ve
semen gibi adli tip 6rnekleri, tek bir sa¢ teli, uzun stre saklanmig tibbi 6rnek-
ler, mumya kalintilari ve fosil gibi degisik kaynaklardan genomik DNA elde

edilebilir.

PCR reaksiyonunda U¢ temel asama vardir. Cogaltilmigs DNA dizisinin

miktari teorik olarak bu U¢ agamanin tekrarlanma sayisina baghdir.
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1. Denaturasyon

Cogaltilacak DNA denature edilerek tek zincirli hale getirilir. Cift zincirli
DNA, tek zincirli hale gelene kadar i1sitilir (90-95 °C’de yaklasik 5 dakika). Bu

suregte enzimler galismaz.

2. Annealing (Primerlerin Baglanmasi)

Cihazin sicakligi 50-70 °C’ye dusurulur ve primerlerin tek zincirli
DNA’ya baglanmasi saglanir. Bu primerler 15-30 nukleotit uzunlugunda ya-
pay oligonukleotitlerdir. Cogaltilacak olan DNA dizisinin uglarindaki tamamla-
yicl baz dizisine 6zgun olarak baglanir. Bu primerler kalip DNA’'nin sentezi

icin baglangi¢ noktasi olarak gorev yaparlar.

3. Extension (Zincirin Uzamasi)

Sicakliga dayanikli bir DNA polimeraz olan Taq polimeraz, DNA sentezi
70-75 °C’ de gergeklestirilir. Polimeraz enzimi, nukleotitleri 5’ den 3’ ne dogru
ekleyerek primerlerin uzamasini saglar ve hedef DNA’ nin iki zincirli bir kop-
yasini olusturur. Dogru pozisyon almamis primerler ve kalip DNA arasindaki

baglar bu sicaklikta ayrilirlar.

Bu U¢ basamaktan olusan reaksiyon dizisi, bir dongu olarak ifade edilir.
PCR bir zincir reaksiyonudur; ¢inku yeni DNA zincirlerinin sayisi her dongu-
de iki katina ¢ikar ve yeni zincirler bir sonraki dongude kalip gérevi gorurler.
Bir dongu 4-5 dakika surer ve istenildigi kadar tekrar edilir. 25—-30 déngu so-

nunda DNA miktarinda yaklagik 1 milyon kez artis olur.
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1.2.4.1. Real-Time PCR

Son yilllarda PCR reaksiyonlarinda sicaklik donguleri saglamak igin kul-
lanilan cihazlarin (thermocycler) hassas olgum aletleriyle birlestiriimesi, real-
time PCR olarak adlandirilan yeni bir yontemin gelismesine neden olmustur.
Real-time PCR, geleneksel PCR’ in uygulama alanlarini arttirirken PCR’ la
iligkili pek ¢ok laboratuvar sorununa da ¢ézum getirmigtir. Bu yontem saye-
sinde DNA ve RNA ornekleri kalitatif ve kantitatif olarak kisa sirede analiz
edilebilmekte, ¢cok sayida 6rnek son derece az kontaminasyon riskiyle glven-

le calisilabilmektedir (25).

Real-time PCR’ da urunlerin analizi reaksiyon sirasinda yapiimaktadir.
Bu nedenle, agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor otesi 1sik altinda
goéruntilenmesi gibi islemlerin uygulanmasina gerek kalmamaktadir (67).
Real-time PCR drunlerinin  kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye
O0zgunlolmayan floresan boyalardan ya da diziye 6zgul problardan yararla-
nilmaktadir. Boylece sonuglar aninda alinmakta, kontaminasyon riski azala-
rak tum islemler sicaklik donguleri baglayinca otomatik olarak devam etmek-

tedir.

1.2.4.2. TagMan Yontemi

Tagman sisteminde, 5 ve 3’ uglarindan florokrom maddelerle isaretli
prob kullaniimaktadir. Probun 5 ucunda raportdér florokrom (6-
karboksifloresein=6-FAM), 3’ ucunda ise baskilayici florokrom (6-karboksi-
tetrametil-rodamin=TAMRA) bulunmaktadir (Sekil 6). Prob tek sarmal hale

getirilen hedef molekil Gzerinde, primerlerin baglanma bdlgesinin arasinda
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kalan yere baglanmaktadir (Sekil 7). Prob-hedef molekll arasindaki
hibridizasyon devam ettigi surece raportor florokrom maddenin sinyal olus-
turmasi, 3’ uctaki baskilayici florokrom tarafindan engellenmektedir.
Primerlerin hedef nikleik aside baglanmasini takiben baglatilan primer uza-
mas! probun baglandigi noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebil-
mesi icin Taqg DNA Polimeraz enzimi 5—3’ ekzonukleaz aktivitesini kullana-
rak probu 5’ ugtan yikmaya baslar (Sekil 8). Boylece raportor florokrom ser-
best hale gecer ve sinyal olusturur (Sekil 9). Her siklusta Uretilen amplikon

miktarina paralel olarak sinyal siddeti de artmaktadir (Sekil 10).

5 Sekil 6: TagMan Prob 3

L 5°

Sekil 7: PCR sirasinda prob hedef DNA dizisiyle hibridize olur
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5!

Sekil 8: Prob ekstansiyon sirasinda polimeraz enzimi ile uzaklastiri-

lir.

5
T T T i IRININ

3

Sekil 9: Reporter baskilayicidan polimeraz enziminin 5’ 3’ nikleaz et-

kisi ile ayrilir.



Sekil 10: Serbest kalan reporter fluoresan 1sik yayar. Her siklus da Ure-

tilen amplikon miktarina paralel olarak sinyal siddetide artmaktadir.

1.2.4.3. Serbest RNA

Serbest DNA gibi serbest RNA da hem plazmada hem de serumda bu-
lunmaktadir ve bazi kanser hastalarinin serumlarinda 6zellikle yuksek oranda
olmaktadir (34). Serum ve plazmada yuksek oranda ribonukleazlar
bulunugundan dolayi serbest RNA hizli bir sekilde degrade olmakta ve

amplifikasyonu pek basarili olmamaktadir.

Hucreden ekstraseliler RNA’ nin serbest birakilmasi ile ilgili kapsamli
bir delil bulunmakta ve hicreden kan dolasiminda birakilan RNA’ nin protein
ya da fosfolipidlere bagh oldugu ve bundan dolayr kismi olarak

ribonlkleazlardan korundugu ileri strdlmektedir (33).

Cesitli arastirmalar, kanser icin serbest RNA’ nin kullaniminin mimkdn
olabilecegini gostermektedir. Fakat serbest RNA ile ilgili aragtirmalarin yuk-
sek sayida olguda yapilmasi ve analiz yonteminin sensivite ve spesifite ¢ok

dikkatli degerlendirilmesi gerektigi ileri surtuimektedir.



BOLUM-II

2.1. GEREG VE YONTEM

2.1.1. Kontrol ve Olgu Grubu

Olgu grubu, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dal’ nda,
Kasim 2005 — Temmuz 2006 yillar arasinda, prostat kanseri on tanisi / tanisi
alinmig olgulardan olusturuldu. Calisma grubunu olusturan 40 olgunun yas

ortalamasi 61,95+8,14 idi.

Kontrol grubu aralarinda akrabalik iliskisi bulunmayan 6 saglikli olgudan

olusturuldu. Kontrol grubunun yas ortalamasi 48,25+9,71 idi.

Prostat tanili olgularin patolojik tanilari, Gleason skorlari, hastaliklarinin

evreleri, metastaz varligi ve PSA degerleri, kayit edildi.

Calisma protokoliimiiz Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Ku-
rulu tarafindan 05.12.2005 tarihli 05—-7-31 sayili kararlar ile onaylandi. Tim

olgulara ¢calisma hakkinda bilgi verilmig ve gonullu olur formu imzalatiimistir.

2.1.2. Plazmadan Serbest DNA izolasyonu

Calisma grubumuzu olusturan olgulardan 8 ml periferik kan EDTA’ I
tuplere alinmigtir. Plazmay izole etmek i¢cin 3000 rpm de 10 dakika santrifij
edilmistir. Ustteki plazmanin 4 ml’ si calismada kullaniimak (izere kriyo tiiple-

re alinarak - 86°C’ ye kaldirilmistir.
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Kontrol ve olgu grubunun plazmalarindan DNA izolasyonu igin; High
Pure PCR Template Preparation Kit' i (Roche Applied Science, Germany)

kullaniimistir.

High Pure PCR Template Preparation Kit icerigi:

1. Baglama Tamponu: 4M Ure, 200 mM NaCl, 200 mM EDTA, pH 7,4,
25°C

2. Proteinaz K

3. Inhibitér Tampon: 5 M guanidin-HCI, 20 mM Tris-HCI, pH 6,6, 25°C
(20 ml etanol ilave edildikten sonra kullanildr)

4. Yikama Tamponu: 20 mM NacCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7,5, 25°C (80 ml
etanol ilave edildikten sonra kullanildr)

5. Elisyon Tamponu: 10 mM Tris, pH 8,5, 25°C

6. Plazmadan serbest DNA izolasyonu igin tarafimizdan gelistirilen
yontem kullaniimistir. Bu yontem, fenol-kloroform DNA izolasyonu

ve kit ile DNA izolasyonunun bir birlesimidir.

2.1.2.1. Serbest DNA izolasyon Protokolii

1. Dért ml plazma 15 ml’ lik falkon tlipe alindi ve Uzerine 2,5 ml doy-
mus Amonyum Asetat ilave edildi.

2. Karistirildiktan sonra 4500 rpm de 10 dk santriftj edildi.

3. Supernatant 15 ml’ lik yeni falkon tipe alindi.

4. Falkon tlpteki sUpernatant miktari kadar Uzerine kloroform ilave
edildi.

5. Dortbin besyuz rpm’ de 10 dk santrifijl edildi.
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6. Santrifij sonrasi stupernatant yeni bir 15 ml’ lik falkon ttpe alindi.
7. Uzerine 4ml baglama tamponu ile 4ul Proteinaz K (1mg/ml) ilave

edilip pipetle resispanse edilerek homojenizasyon saglandi.

S

Bu karisim 72 °C de termocycler da 10 dk inkiibe edildi.

9. inkiibasyon sonrasi érneklerin (izerine 2 ml izopropanol eklendi ve
pipeta;j ile iyice karistiridi.

10.Ornek toplama kabi icindeki filtreli tiipe aktarildi ve 8.000 rpm’ de
1dk santrifuj edildi.

11.Santriflj sonrasinda, érneklerin alt kismi atilarak filtreli kisim yeni bir
toplama kabina aktarildi.

12.Filtre Gzerine 500 pl inhibitor tampon eklendi ve tekrar 8.000 rpm’ de
1 dk santrifuj edildi.

13.Santriflj sonrasinda, drneklerin alt kismi atildi ve filtreli kisim yeni
bir toplama kabina aktarildi.

14.Santriflj sonrasi 500 pl yikama tamponu ilave edildi ve 8.000 rpm’
de 1 dk santrifuj edildi.

15.Filtreli tipler yeni toplama kabina aktarildi ve ikinci kez 500 ul yika-
ma tamponu eklenerek yine 8.000 rpm’ de 1 dk santriflj edildi.

16. Santriflj sonrasi, tlplerin alt kisminda biriken supernatant uzaklasti-
rildu.

17.0n saniye 8.000 rpm’ de santriflij yapildi.

18.Filtreli tpler, yeni Eppendorf tlplere yerlestirildi ve 72°C’ de sabit-

lenmis kuru 1s1 blogunda bekleyen elisyon tamponundan 50 pl ilave

edilerek 8.000 rpm’ de 1 dakika santriflij yapildi.
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19. Eppendorf tip icindeki izole edilen serbest DNA kriyo tlipe alindi ve

-86°C’ ye kaldirildi.

Tablo 1: Kullanilan Cihazlar

CiHAZ MARKASI
Derin Dondurucu (-20°C) uUgur
Derin Dondurucu (-86°C) Revco
Kuru IsI Blogu Eppendorf
Otomatik Mikropipetler Finnpipet (10, 20, 100, 200, 1000 ul)
Santrifij Eppendorf
Santrifyj Thermo Electrocorporatuar
Thermocycler Thermo
LightCycler Roche
Buzdolabi (+4°C) Vestel

2.1.3. Serbest DNA Kantitasyonu

2.1.3.1. Primerler

SRY ve hTERT genlerinin TagMan PCR metodu ile amplifikasyonlari
icin, genlere 6zgul primer dizileri ve gogaltilan gen bdlgesi icinde yer alan
prob dizileri sentez ettirildi. Amplifikasyonun kantitasyonu icin ¢ogaltilan SRY

ve hTERT gen bdlgelerinin plazmidleri sentez ettirildi.
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2.1.3.2. hTERT Gen Bolgesinin Kantitasyonu
2.1.3.2.1. hTERT Primer ve TagMan Probu

Primer ile hTERT gen bdlgesinde 98 bg.’ lik bir amplikon (pozisyon

13059 — 13156, AF128893) ¢ogaltiimaktadir.
hTERT geni igin;

ileri primer 5-GGC ACA CGT GGC TTT TCG-3,
Geri primer 5-GGT GAA CCT CGT AAG TTT ATG CAA-3’ ve
Prob ise VIC5’-TCA GGA CGT CGA GTG GAC ACG GTG-3' TAMRA kulla-

nildi.

Liyofilize halde ve 0.02 pmol sentez skalasinda ticari olarak sentezletti-
rilen hTERT ileri primeri, 100 pmol/ul hacimde olacak sekilde 56 pl; hTERT
geri primeri ise 38 ul, PCR igin uygun safliktaki steril distile su eklenerek ¢o-
zuldu ve 1:20 oraninda galisma solUsyonu hazirlanarak -20°C’ de saklandi.
Liyofilize halde ve 0,20 ymol sentez skalasinda ticari olarak sentezlettirilen
hTERT TagMan probu ise 20 pmol/ul hacimde olacak sekilde 17 pl steril
distile su eklenerek ¢ozuldu ve 1:10 oraninda ¢alisma solisyonu hazirlana-
rak -20°C’ de muhafaza edildi. Standart olarak ve kopya sayisi 10'° olacak
sekilde sentez ettirilen hTERT gen bdlgesini igeren plazmidler 100ul bidistile
su ile sulandirilarak 10® stok soliisyonu hazirlandi. Bu stok standarttan kopya
sayist 107, 10°, 10°, 10%, 10° ve 10? olan standartlar sulandirilarak hazirlandi

ve -20 °C ye kaldirild1.
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Tablo 2: hnTERT PCR Karigimi

Final Reaksiyon Miktari 10 pl 10 i
Bilesenler Final Konsantrasyo- Miktar (ul)
nu

H,O -- 3.8

ileri Primer 0.3 uM 0.6

Geri Primer 0.3 uM 0.6
TagMan Prob 0.1 uM 0.5
TagMan Reaksiyon karigimi 1X 2.0
Serbest DNA 25

hTERT gen bolgesinin amplifikasyonu asagidaki evrelere gore gergek-

lestirilmigtir:

1. PCR karisimindan 10 ul kapiller tiplere eklenmisgtir.

2. Uzerine 2,5 pl izole edilen serbest DNA eklenmistir.

3. Ayrica kantitasyon icin 4 ayri kapiller tiipte standartlar (sirasiyla 107,

10°, 10* ve 10° kopya sayisi olan plazmid DNA'’ si) eklenmistir.

4. Kapiller tupler karosele yerlestirilerek LightCycler cihazinda hTERT

TagMan PCR protokolu ¢alistiriimistir.

2.1.3.2.2. hTERT TagMan PCR Protokolu

PCR, Denaturasyon (tablo 3), Amplifikasyon (tablo 4) ve Sogutma (tab-

lo 5) agsamalarini icermektedir.
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Tablo 3: Denatiirasyon

Doéngu Programi Verileri Deger
Doéngu 1
Analiz Modu -
Hedef Dereceleri Segment 1
Hedef Derece (°C) 95
inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 600
Sicaklik Transisyon Orani (°C/sn) 20.0
ikinci hedef derece (°C) 0
Basamak derecesi (°C) 0.0
Doénguler 0
Kazan¢ modu -

Tablo 4: Amplifikasyon
Doéngu Programi Verileri Deger
Dong 40
Analiz Modu Kantitasyon
Hedef Dereceleri Segment 1 Segment 2
Hedef Derece (°C) 94 60
inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 15 60
Sicaklik Transisyon Orani (°C/san)  20.0 20.0
ikinci Hedef Derecesi (°C) 0 0
Basamak derecesi (°C) 0.0 0.0
Doénguler 0 0
Kazang¢ modu - Tek
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Tablo 5: Soguma

Program Verileri Deger
Dongu sayisi 1

Analiz Modu -

Hedef Dereceleri Segment 1
Hedef Derece (°C) 40
inkiibasyon Zamani 30

Sicaklik Transisyon Orani (°C/san) 20.0

ikinci Hedef Derece (°C) 0
Basamak derecesi (°C) 0.0
Doénguler 0

Kazang¢ modu -

2.1.3.2.3. hTERT Kantitasyonu

Amplifiye edilen DNA’ nin kantitasyon analizi, kantitasyon software
(Relative Quantification software Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany) ile hesaplanmaktadir. PCR sirasinda elde edilen amplikonlar, dog-
rudan LightCycler cihazinda, logaritmik artigsa gectikleri dongu sayisina gore
degerlendiriimektedir. Bunun icin once konsantrasyonlari bilinen 7 farkl
standard ile (108,107, 10°, 10°,10* 10° ve 10?) bir standart amplifikasyon egri-
si olusturuldu. Calisilan ornekteki gecis noktasina (CP) gore DNA’ nin rolatif
miktar1 kantitasyon software tarafindan belirlenmektedir. hTERT standart
amplifikasyon egrisi sekil 11’ de verilmigtir. Amplifikasyon egrisinin hatasi

(“error”) 0,0139 ve verimliligi (“efficiency”) 2.043’ tur.
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Sekil 11: hTERT standartlarina gére amlifikasyon egrisi

2.1.3.3. SRY Gen Boélgesinin Kantitasyonu

2.1.3.3.1. SRY Primer ve TagMan Probu

Primer ile SRY gen bolgesinde 137 bg.’ lik bir amplikon (pozisyon109—

245, X53772.) ¢cogaltiimaktadir.

43



SRY geni igin;

ileri primer 5-TGG CGA TTA AGT CAA ATT CGC-3,
Geri primer 5-CCC CCT AGT ACC CTG ACA ATG TAT T-3
Prob ise FAM 5-AGC AGT AGA GCA GTC AGG GAG GCA GA(TAMRA)-3’

kullaniimistir.

Liyofilize halde ve 0.02 pmol sentez skalasinda ticari olarak sentezletti-
rilen SRY ileri primeri, 100 pmol/ul hacimde olacak sekilde hazirlanan 44 pl;
SRY geri primeri ise 40 pl, PCR igin uygun safliktaki steril distile su eklenerek
¢ozuldu ve 1:20 oraninda galisma sollisyonu hazirlanarak -20°C’ de muhafa-
za edildi. Liyofilize halde ve 0,20 uymol sentez skalasinda ticari olarak sentez-
lettirilen SRY TagMan probu ise 20 pmol/ul hacimde olacak sekilde 16 pl ste-
ril distile su eklenerek ¢ozuldl ve 1:10 oraninda c¢alisma sollUsyonu hazirla-

narak -20°C’ de muhafaza edildi.

Standart olarak ve kopya sayisi 10'° olacak sekilde sentez ettirilen SRY
gen bdlgesini iceren plazmidler 100yl bidistile su ile sulandirilarak 10® stok
sollisyonu hazirlandi. Bu stok standarttan kopya sayisi 107, 10°, 10°, 10*, 10°

ve 107 olan standartlar sulandirilarak hazirlandi ve -20 °C’ ye kaldirildi.

SRY gen bodlgesinin amplifikasyonu asagidaki evrelerde gergeklestiril-

mistir:

1. PCR karisimindan 10 pl kapiller tiplere eklenmistir.
2. Uzerine 2,5 pl izole edilen serbest DNA eklenmistir.
3. Ayrica kantitasyon icin 4 ayri kapiller tiipte standartlar (sirasiyla 107,

10°, 10* ve 10° kopya sayisi olan plazmid DNA'’ si) eklenmistir.
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4. Kapiller tupler karosele vyerlestirilerek LightCycler cihazinda SRY

TagMan PCR protokolu ¢aligtiriimistir.

Tablo 6: SRY PCR Karisimi

Final Reaksiyon Miktari 10 ul 10 ul
Bilesenler Final Konsant- Miktar (ul)
rasyonu

H,O - 3.8

ileri Primer 0.3 uM 0.6

Geri Primer 0.3 uM 0.6
TagMan Prob 0.1 uM 0.5
TagMan Reaksiyon karigimi 1X 2.0
Serbest DNA (ng / pl) 25

2.1.3.3.2. SRY Kantitasyonu

Kantitasyon analizi, kantitasyon software (Relative Quantification soft-
ware Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) ile hesaplanmaktadir.
PCR sirasinda elde edilen amplikonlar, dogrudan LightCycler cihazinda, lo-
garitmik artiga gectikleri dongu sayisina gore degerlendirilmektedir. Bunun
icin 6nce konsantrasyonlari bilinen 4 farkli standart ile (107, 10°, 10* ve 10°)
bir standart amplifikasyon egrisi olusturulmakta ve galigilan érnekdeki gegis
noktasina gore DNA’ nin rolatif miktari belirlenmektedir. SRY standart
amplifikasyon egrisi sekil 12’ de verilmigtir. Amplifikasyon egrisinin hatasi

(“error”) 0,0367 ve verimliligi (“efficiency”) 2.033’ dur
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Sekil 12: SRY standartlarina gére amlifikasyon egrisi

2.1.3.3.3. SRY TagMan PCR Protokoli

PCR, Denaturasyon (tablo 7), Amplifikasyon (tablo 8) ve Sodutma (tab-

lo 9) asamalarini icermektedir.

Tablo 7: Denatirasyon

Doéngu Programi Deger
Verileri

Dongu 1

Analiz Modu -

Hedef Dereceleri Segment 1
Hedef Derece (°C) 95
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inkiibasyon zamani (s:dk:sn)
Sicaklik Transisyon Orani (°C/sn)
ikinci hedef derece(°C)

Basamak Derecesi(°C)

Donguler

Kazang¢ modu

Tablo 8: Amplifikasyon

Doéngu Programi Deger
Verileri

Doéngu 40

Analiz Modu Kantitasyon
Hedef Dereceleri Segment 1
Hedef Derece (°C) 94
inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 15

Sicaklik Transisyon Orani 20.0

(°C/san)

ikinci Hedef Derecesi (°C) 0
Basamak Derecesi (°C) 0.0
Donguler

Kazang¢ modu -
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Tablo 9: Soguta

Program Verileri Deger
Dongu sayisi 1

Analiz Modu -

Hedef Dereceleri Segment 1
Hedef Derece (°C) 40
inkiibasyon Zamani 30

Sicaklik Transisyon Orani (°C/san) 20.0

ikinci Hedef Derece (°C) 0
Basamak Derecesi (°C) 0.0
Donguler 0

Kazang modu -

Tablo 10: Kimyasal Maddeler

KIMYASAL MADDE MARKASI
Amonyum Asetat Sigma
Kloroform Sigma

2.1.4. Serbest DNA Kopya Sayisinin ng/ml’ye Cevrilmesi

Kantitasyon analizi ile saptadigimiz kopya sayilari Lo ve ark.larinin ge-
listirdigi asagidaki gevirim formull kullanilarak ml’ deki kopya sayisina ve

burdan da pg/ml’ ye ¢evrilmistir.
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e C plazmadaki hedef konsantrasyon (ml deki kopya sayisi)

e Q tespit sistemi ile hesaplanan hedef kopyalar

e Vpna ekstraksiyonun (50pl) total volim

e Vpcr her bir PCR reaksiyonu icin kullanilan DNA hacmi (2,5ul)

o Vst €kstrakte edilmis plazma hacmi (4 ml)

e Serbest DNA duizeyini ng/ml dizeyinde eksprese eden 6,6 pg lik

konversiyon faktérl bulunmaktadir.

Serbest DNA duzeyini ng/ml duzeyinde eksprese eden 6,6 pg’ lik

konversiyon faktoraduar

Bu deger insan genomunun 3X10° b¢’ den olusmasi temeline dayanir.
Bundan dolay! iki kromozom setinden olusan bir hiicre 6X10° bg’ dir. Tek bir
baz c¢iftinin ortalama molekuler agirligi 680g/mol dir. Tek bir hicrede DNA’

nin molekiiler agirhigr 4.1X10"% g/mol (6X10°X680) olmaktadir.

Son olarak bir hiicredeki DNA’ nin kiitlesi 4.1X10'® nin avogadro sayi-
sina (6.23 x 1072 g) bolinmesi ile elde edilir. Bu da 6.6X10™"" g olan

konversiyon degerini ortaya ¢ikarir (37).
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2.1.5. Plazmadan hTERT mRNA ekspresyonunun kantitasyonu

Amplifiye edilen hTERT gen bolgesi ekzonu igerdigi icin hTERT mRNA’
nin amplifiye edilip edilmedigini saptamak amaciyla plazmadaki hTERT

MRNA ekspresyonunun kantitasyonu da yapilmistir.

2.1.5.1. Plazmadan Total RNA izolasyonu

1. Dort ml plazma 15 ml’ lik falkon tipe alindi ve Uzerine 2,5 ml doymus
Amonyum Asetat ilave edildi.

2. Karigtirnildiktan sonra 4500 rpm de 10 dk santriflj edildi.

3. Slpernatant 15 ml’ lik yeni falkon tipe alindi.

4. Falkon tupteki stpernatant miktari kadar Gzerine kloroform ilave edildi.

5. Doértbin besylz rpm de 10 dk santrifijlendi.

6. Santriflij sonrasi stpernatant yeni bir 15 ml’ lik falkon tlpe alindi.

7. Onbes ml’ lik falkon tuplerdeki 4 ml plazma Uzerine 8 ml baglayici
tampon ilave edildi.

8. On bin rpm’ de 15 saniye santrifij edildi.

9. Filtreli tupUn alt kismi uzaklagtirildi.

10.Doksan ul DNAaz inkibasyon tamponu ve 10ul DNAaz enzimi igeren
karisim filtre Gzerine ilave edilerek oda i1sisinda 15 dk inkiibasyona bi-
rakildi.

11.ink{ibasyon sonrasi 500ul yikama tamponu | ilave edildi ve 10000 de-
virde 15 saniye santrifuij edildi.

12.Filtreli tUpun alt kismi uzaklastirildi.

13.0rnek lzerine 500 pl yikama tamponu |l ilave edildi ve ayni islem tek-

rarlandi.
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14.0rnek, 200ul yikama tamponu Il ile 13000 rpm de 2 dakika santrifijj
edildi.

15.Filtreli tuplerin alt kisimlari tekrar uzaklastirildi.

16.Toplama kabinin filtreli kismi 1.5ml lik ependorf tlplere aktarildi ve
uzerine 50yl elusyon tamponu eklenerek ve 10000 rpm’ de 1 dakika
santrifdj edildi.

17.Santriflj sonrasi, filtreli kisim atild1.

18.Ependorf tuplerdeki total RNA 6érnegi kriyovial tlplere alinarak caligila-

cagl zamana kadar -86 °C’ de saklandi.

2.1.5.2. hTERT Kantitasyonu

Telomerler, telomeraz enzimi tarafindan uzatilan yiz binlerce TTAGGG
tekrar dizileri icermektedirler. Spesifik primerler kullanilarak, 198 b¢’ lik frag-
man cDNA’ ya cevrilerek amplifikasyon gercek-zamanli revers transkriptaz
PCR (RT-PCR) reaksiyonlari ile gerceklestirimektedir. Fluoresanl
hibridizasyon problari  kullanilarak amplikon ortaya ¢ikariimaktadir.
Hibridizasyon problar iki farkl kisa oligonukleotit dizileri icermektedir. Bir
probun 5’ ucu LightCycler Red 640 ile isaretliyken, diger probun 3’ ucu da
floresein ile isaretlidir. Problar hedef amplikonlar Gzerinde birbirine yakin (1-5
nakleotid uzaklikta) yere baglanmakta ve isaretli uglar yan yana gelmektedir.
iki boyanin yan yana gelmesiyle agiga ¢ikan enerji ikinci prob tzerindeki alici
boyay! etkileyerek fluoresans olusumuna yol agcmaktadir. “Fluoresans Rezo-
nans Enerji Transfer” (FRET) olarak adlandirilan bu enerji transferi sonucun-

da olusan fluoresan miktari, ortamdaki hibridizasyonun derecesine diger bir
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ifade ile PCR siklusu slresince olusan amplikonlarin miktarina bagh olarak

artmaktadir.

Plazmadan serbest RNA' nin kantitasyonunda LightCycler Telo TAGGG
hTERT kantitasyon (Roche Diagnostic) kiti kullaniimistir. Kitin avantaji
RNA’nin cDNA’ ya gevrimi ve kantitasyonu ayni reaksiyon iginde gercekles-

mesidir. RT-PCR karisimi tablo 11’ de verilmigtir.

Tablo 11 : Plazma RNA RT-PCR Karisimi

Icerik Miktar Final Konsantrasyo-
nu

hTERT Reaksiyon Karigsimi 2 ul 1X

Revers Transkriptaz 0.1l -

hTERT saptama karigimi ya 2 ul 1X

da PBGD saptama karigimi

H.O 13.9 -

Total Miktar 18 ul

1. PCR karisimindan kapiller tuplere 18 ul eklenmigtir.
a. Her bir 6rnek icin hTERT ve PBGD ayri ayri kapilleri hazirlan-
mistir.
2. Uzerine 2 pl izole edilen serbest RNA eklenmistir.
3. Ayrica kantitasyon icin 4 ayri kapiller tiipte standartlar (sirasiyla 10°,
10°, 10° ve 10? kopya sayili kit standartlari) eklenmistir.
4. Kapiller tupler karosele yerlestirilerek LightCycler cihazinda RT-PCR

protokolU ¢alistiriimigtir.
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2.1.5.2.1. hTERT RT-PCR Protokoli

RT-PCR, Revers transkripsiyon (Tablo 12), Denatirasyon (Tablo 12),

Amplifikasyon (Tablo 13) ve Sogutma (Tablo 14) asamalarini icermektedir.

Tablo 12 : Revers Transkripsiyon

Parametre

Doéngu

Analiz modu

Sicakhk Hedefleri

Hedef Sicakligi (C°)
inkubasyon Siiresi (s:dk:sn)
Sicaklik Degisimi Orani (C°sn)
ikincil Hedef Sicaklik (C°)
Basamak derecesi (C°)
Doénguler

Kazan¢ modu

Tablo 13: Denaturasyon

Parametre

Doéngu

Analiz modu

Sicaklik Hedefleri

Hedef Sicakhgi (C°)
inkubasyon Siiresi (s:dk:sn)
Sicaklik Degisimi Orani (C°sn)
ikincil Hedef Sicaklik (C°)
Basamak derecesi (C°)

Doénguler
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Deger

1

Yok
Segment 1
60
00:10:00
20

Yok

Deger

1

Yok
Segment 1
95
00:00:30
20



Kazan¢ modu

Tablo 14: Amplifikasyon

Déngii Program Verisi
Doéngu

Analiz modu

Sicakhk Hedefleri

Hedef Sicakhgi (C°)
inkiibasyon Siiresi (s:dk:sn)
Sicakhk Degisimi Orani
(C%sn)

ikincil Hedef Sicaklik (C°)
Basamak derecesi (C°)
Doénguler

Kazang¢ modu

Tablo 15: Sogutma

Déngli Program Verisi
Dongu

Analiz modu

Sicakhk Hedefleri

Hedef Sicakhgi (C°)
inkiibasyon Siiresi (s:dk: sn)

Sicaklik Degisimi Orani (C”sn)

ikincil Hedef Sicaklik (C°)
Basamak derecesi (C°)
Donguler

Kazang¢ modu

Yok

Deger

40
Kantifikasyon
Segment 1
95

0:00:00

20.0

0.0

Yok

Deger

1
Yok

Segment 1

40

0:00:60

20.0
0
0.0
0
Yok
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60

0:00:10
20.0

0.0

Tek

Segment 3
72

0:00:05
20.0

0.0

Yok



2.1.5.2.2. hTERT mRNA Kantifikasyonu

Thermal profil hem Reverse transkripsyon, hem de Kantitasyon analizi
icin ayri olarak LightCycler cihazin parametrelerine gore belirlenmistir. PCR
sirasinda elde edilen amplikonlar, dogrudan LightCycler cihazinda, logaritmik
artisa gectikleri dongu sayisina gore degerlendiriimektedir. Bunun igin dnce
konsantrasyonlari bilinen 4 farkli Standart ile (106, 10°, 10°, ve 102) bir kon-
santrasyon / dongu sayisi egrisi olusturulmakta ve sonuglar bunun Gzerinden
okunmaktadir. Nprerr orani ise hTERT mRNA 6rnekteki kopya sayisi /

(PBGD mRNA oérnekteki kopya sayisi/ 1000) formulu ile hesaplanmaktadir.
2.1.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ YONTEMLERI

Calisma ve kontrol grubumuzun ortalama, standart sapma, minimum,
maksimum, median degerleri ve gruplarin birbiri ile kargilastirildigr Student’ s
t testi, varyans analizi ve regresyon analizi SPSS 13.0 for windows istatistik

paket programinda yapilmigtir. Anlamlilik deg@eri, p<0.05’ dir.
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BOLUM-III

3.1. BULGULAR

Calismamizda, Ege Universitesi Tip Fakultesi Uroloji Anabilim Dalr’ nda
prostat kanseri tanisi veya on tanisi almis 40 olguda ve kontrol grubu olarak,
aralarinda akrabalik iligkisi bulunmayan ve saglikli oldugu bilinen 6 olguda
plazma DNA duzeyleri arastirilmigtir. Tim bireylerden, 8 ml’ lik EDTA’ I tlp-
lere alinmig olan periferik kan érneklerinden, 4 ml plazmalari ayrildiktan son-
ra serbest DNA izolasyonu yapilmigtir. Serbest DNA’' nin kantitasyonu Real
Time kantitatif PCR LightCycler cihazinda TagMan sistemi kullanilarak 5’
ekzonlkleaz metoduna gére hTERT geni ve SRY geni primer ve problari ile

gerceklestirilmistir.

3.1.1. Calisma Grubunun Demografik ve Klinik Ozellikleri

Prostat kanseri tanisi veya 6n tanisi almig 40 olgunun yas ortalamasi
61,95+8,14 (42 — 74, median 62) dir. Olgularin yas gruplari Sekil 13’ te veril-

mistir.

Olgularin PSA ortalamasi 19,33+£26,95 (1,1 — 150,00, median 10,92) tir
(Sekil 14). Gleason Skorlamasina gore dagilimlari 18 olgu 6/10, 14 olgu 7/10,
5 olgu 8/10 ve 1 olgu 9/10 olarak belirlenmigtir (Sekil 15). TNM siniflandirma-
sina gore; 12 olgu T2a, 14 olgu T2b, 7 olgu T7a, 4 olgu T3b ve 1 olgu T4MB

dir (Sekil 16).
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Sekil 13: Prostat kanserli olgularin yas gruplarina gére dagihmi
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Sekil 14: PCa’li olgularda PSA degerleri (—— PSA 4 ng/ml)
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Sekil 15: Olgularin Gleason Skoruna gére dagilimi

HT2a dT2b BT3a dT3b OT4MB

Sekil 16: Olgularin TNM evrelemesine gore dagilimi

58



Tablo 16: Olgularin demografik ve klinik 6zellikleri

OLGU NO Yas PSA Gleason Skoru TNM
SK

YK 51 150,00

CA 58 1,84 6/10 T2a
HK 72 2,42 7/10 T2a
AA 67 4,80 6/10 T2a
NK 51 5,02 6/10 T2a
KY 66 6,50 7/10 T2a
GE 59 10,44 710 T2a
AB 72 11,00 7/10 T2a
MO 60 19,00 6/10 T2a
EB 65 27,00 6/10 T2a
HK 74 29,00 6/10 T2a
VK 54 82,92 8/10 T2a
IK 64 1,96 8/10 T2b
KY 63 4,76 6/10 T2b
AY 56 4,80 6/10 T2b
CD 53 4,80 7/10 T2b
EB 68 5,32 6/10 T2b
NI 59 6,80 6/10 T2b
HT 50 7,38 7/10 T2b
SK 63 14,1 7/10 T2b
MSB 73 18,75 9/10 T2b
El 57 20,00 6/10 T2b
KO 69 22,00 710 T2b
AKK 68 25,06 7/10 T2b
MA 55 34,53 9/10 T2b
HD 69 40,00 6/10 T2b
HC 70 3,30 7/10 T3a
HB 59 10,00 6/10 T3a
ND 68 10,84 710 T3a
MCG 73 11,00 8/10 T3a
MA 42 32,00 710 T3a
MA 55 34,53 9/10 T3a
MA 72 50,00 6/10 T3a
YV 54 1,10 6/10 T3b
GA 55 4,10 710 T3b
MY 61 9,4 6/10 T3b
MG 70 11,20 710 T3b
MS 79 12,00 8/10 T4Mb
Ortalama 61,95 19,33

SD | 8,14 26,95

Median 62,00 10,84
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3.1.2. Kontrol Grubu

Saglikli bireylerden secilerek kontrol grubuna dahil edilen 6 erkek olgu-
nun yas ortalamasi 48,25+9,71 (36 — 57, median 50) olarak saptanmistir.

3.1.3. Serbest DNA Kantitasyonu

Serbest DNA’ nin kantitasyonu hTERT ve SRY gen bdlgesinin kopya
sayisina gore ayri ayri hem birbirleri ile hem de gruplar arasi karsilastiriimig-
tir.

hTERT gen bdlgesi icin sectigimiz primerler ekzon bdlgesini icermekte
oldugundan hTERT mRNA'’ yiI da amplifiye edip etmedidini anlamak igin
plazmada total RNA izolasyonu yapiimistir. Bu total RNA’ dan RT-PCR ile
hTERT mRNA ekspresyonu yapiimigs ve hTERT mRNA ekspresyonu sap-
tanmamistir.

3.1.3.1. Serbest DNA hTERT Kantitasyonu

Calisma grubunu olusturan olgularin serbest plazma DNA’ sindan
TagMan yodntemine gore kantifiye edilen hTERT kopya sayisi ortalamasi
10,140+36,043 (63 — 230.000 median 2.710)’ tir. Cevrim formuld kullanarak
kopya sayisini  ng/ml cevrildigine ¢alisma grubunun ortalamasi
334,63+1.189,41 (2,08 — 7.590,00 median 89,43) dir (Tablo 17). Kontrol gru-
bunun ortalamasi ise 2.8131£2.064 (643 — 4.800, median 2.656) dir. Kontrol
grubunun ng/ml degerinin ortalamasi ise 113,68+£76,72 (21,23 — 192,19,
median 120,65) ve ortalamanin % 95 glven aralgi 52,29 — 175,07’ dir (Tablo
18). hTERT Kopya sayisini ve DNA miktarlarini kontrol grubu ile karsilastiril-
diginda anlaml bir fark saptanmamistir (p<0,05). Kontrol grubunun DNA mik-

tarinin ortalama+2SD’ si1 hTERT kantitasyonu esik degeri olarak belirlenmig-
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tir. Belirledigimiz esik degeri 267,12 ng/ml olup ¢calisma grubumuzda bu esik

degerin Uzerinde 9 olgu pozitif olarak belirlenmisgtir.

20000,007

PP

15000007

10000007
300,007
000,007 i j
T

0,007

hTERT Kopya sayisi
hTERT ng/ml

T T T
Kontrol PCa Kontrol PCa
Olgu Olgu

a b

Sekil 17: (a). hTERT kopya sayisinin PCa ve kontrol gruplarindaki da-

gilimi, (b) hTERT miktarinin dagihmi

Tablo 17: PCa’ |1 olgularda saptanan hTERT kopya sayisi ve miktari

iISim hTERT kopya sayisi hTERT ng/ml
MCG 230000 7590,00
MA 24300 801,90
HB 16400 541,20
IK 14743 486,51
AKK 14300 471,90
MS 11800 389,40
GA 9100 300,30
YV 8560 282,48
MA 8230 271,59
MY 6180 203,94
EB 5320 175,56
SK 4560 150,48
El 4530 149,49
MG 4400 145,20
KO 3700 122,10
NI 3580 118,14
HK 3330 109,89
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iISim hTERT kopya sayisi hTERT ng/ml
CA 3120 102,96
NK 2864 94,51
AY 2860 94,38
AA 2710 89,43
HT 2640 87,12
ND 2280 75,24
YK 2270 74,91
CD 1720 56,76
HC 1550 51,15
MA 1500 49,50
MO 1451 47,90
SK 1312 43,30
KY 1291 42,62
KY 1230 40,59
VK 1104 36,43
HK 795 26,24
AA 636 20,99
MA 526 17,35
AB 234 7,72
EB 200 6,60
HD 112 3,70
GE 106 3,50
MSB 63 2,08
Ortalama 10140 334,63
Standart sapma 36043 1189,41
Median 2710 89,43

Tablo 18: Kontrol grubundaki hTERT kopya sayisi ve miktari

isim hTERT kopya sayisi hTERT ng/ml
FB 5824 192,19
MB 4800 158,40
OK 2512 82,90
CG 1940 64,02
IN 1160 38,28
CG 643 21,23
Ortalama 2813 113,68
Standart sapma 2064 76,72
Median 3656 120,65
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3.1.3.2. Serbest DNA SRY Kantitasyonu

Calisma grubunu olusturan olgularin serbest plazma DNA’ sindan
TagMan yoOntemine gore kantifiye edilen SRY kopya sayisi ortalamasi
4.412+15.600 (7 — 99.000, median 799)’ tur. Cevrim formulu kullanarak kop-
ya sayisini ng/ml gevrildiginde ¢alisma grubunun ortalamasi 145,59+514,80
(0.22 — 3.267,00 median 26,37)’ dir (Tablo 19). Kontrol grubunun ortalamasi
ise 7931572 (105 — 1.555, median 1147) dir. Kontrol grubunun ng/ml degeri-
nin ortalamasi ise 32,63+20,64 (3,46 — 51,32, median 37,86) ve ortalamanin
% 95 guven araligi 16,11 — 49,14 dir (Tablo 20). Kopya sayisi ve DNA mik-
tarlari kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir fark saptanmamigtir
(p<0,05). Kontrol grubunun DNA miktarinin ortalamaz2SD’ si SRY
kantitasyonu esik degeri olarak belirlenmigtir. Belirledigimiz esik degeri 73,91
ng/ml olup ¢alisma grubumuzda bu esik degerin Uzerinde 12 olgu pozitif ola-

rak belirlenmistir.

15000.,0
400,00
- 10000,009 dl} EL}‘
2
> — 300,005
] E
g S
(=} > 200,009
X 5000,005 %
> X
o
o 100,009
0,00 0,005
T T
T T
Kontrol PCa
Kontrol PCa Olgu

Olgu

Sekil 18: (a) PCa’ i olgu ve kontrol grubundaki SRY kopya sayisi, (b) SRY

miktari
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Tablo 19: PCa’ i olgularda SRY kantitasyonu ve miktari

isim SRY Kopya Sayisi SRY ng/ml
KY 99000 3267,00
MO 13000 429,00
CD 10000 330,00
YK 6530 215,49
MA 6370 210,21
AA 6260 206,58
HK 3870 127,71
AB 3290 108,57
HK 3160 104,28
HT 3100 102,30
HD 2890 95,37
ND 2540 83,82
EB 1850 61,05
MSB 1773 58,52
El 1371 45,26
NK 1280 42,24
MA 1150 37,95
GE 933 30,79
VK 876 28,91
HB 815 26,90
SK 799 26,37
MA 775 25,58
KO 726 23,96
MCG 556 18,35
SK 497 16,41
CA 474 15,64
EB 436 14,39
MA 401 13,24
AKK 355 11,72
NI 317 10,47
MS 245 8,09
HC 222 7,33
AY 156 5,15
MY 146 4,82
MG 130 4,28
GA 104 3,43
KY 54 1,79
IK 11 0,36
AA 8 0,26
YV 7 0,22
Ortalama 4412 145,59
Standart sapma 15600 514,799
Median 799 26,367
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Tablo 20: Kontrol grubundaki SRY kantitasyonu ve miktari
isim SRY kopya sayisi SRY ng/ml
OK 1555 51,32
CG 1250 41,25
MB 1045 34,48
CG 423 13,96
IN 380 12,54
FB 105 3,46
Ortalama 793 32,63
Standart sapma 572 20,64
Median 1147 37,86

hTERT ve SRY icin pozitif olan olgulardan 8 tanesi hem hTERT hem de

SRY ic¢in pozitif olarak bulunmustur (Tablo21).

Tablo 21: hTERT ve SRY pozitif olgular

isim Yas PSA GS TNM hTERT SRY h;ili-”
IK 62,00 1,96 8/10 T2b 486,51 45,26 10,75
KO 69,00 22,00 7/10 T2b 122,10 83,82 1,46
MS 79,00 12,00 8/10 T4Mb 389,40 95,37 4,08
El 57,00 20,00 6/10 T2b 149,49 102,30 1,46
EB 68,00 5,32 8/10 T2b 175,56 104,28 1,68
MY 61,00 9,40 8/10 T3b 203,94 108,57 1,88
MA 72,00 50,00 8/10 T3a 801,90 127,71 6,28
YV 54,00 1,10 8/10 T3b 282,48 206,58 1,37
GA 55,00 4,10 710 T3b 300,30 210,21 1,43
AKK 68,00 25,60 7/10 T2b 471,90 215,49 2,19
MA 55,00 34,53 8/10 T2b 271,59 330,00 0,82
HB 59,00 10,00 8/10 T3a 541,20 429,00 1,26
MCG 73,00 11,00 8/10 T3a  7590,00 3267,00 2,32

3.1.4. hTE

RT / SRY Korelasyonu

Calisma grubunda hTERT kopya sayisi artisi ile SRY kopya sayisi arti-

sI arasindaki iligki incelenmistir. nTERT ve SRY kopya sayisi / miktarlar ara-

sindaki korelasyon % 98 iligkili olup anlamli olarak saptanmistir [(R=0,991,

p=0,000, Sekil 1

9)].
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Sekil 19: (a) hTERT ile SRY kopya sayisi arasindaki regresyon egrisi,

(b) miktarlari arasindaki regresyon egrisi

Kontrol grubunda ise hTERT ve SRY kopya sayisi ve miktarlari arasin-

daki arasindaki korelasyon % 89 iligkili olup istatistiksel olarak anlamhdir

[(R=0,948, p=0,004, Sekil 20)].
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Sekil 20: (a) Kontrol grubundaki hTERT ile SRY kopya sayisi, (b) mik-

tar arasindaki regresyon egrisi
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3.1.5. hTERT / SRY Orani

insan genomunda hTERT geni diploid yani iki kopya SRY geni ise
haploid yani tek kopya halinde bulunmaktadir. Bundan dolayr hTERT / SRY
oranin beklenen degeri ise 2/1’ dir. Calisma grubunda hTERT/SRY oraninin
ortalamasi 5,86+10,17 (0,50 — 57,82, median 2,43)" dir (Sekil 21). Kontrol
grubunda ise hTERT/SRY oraninin ortalamasi 4,03+1,55 (1,68 — 6,13,

median 3,79)’ dir (Sekil 22).

12

0,50 1,00 2,00 3,00 400 5,00 6,00 8,00 10,0011,00 35,00 58,00
hTERT/SRY oran

Sekil 21: PCa’li olgulardaki hTERT/SRY oraninin dagilimi
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Sekil 22: Kontrol grubundaki hTERT/SRY oraninin dagilimi

Calisma grubundaki hTERT/SRY orani timor derecelerine gore ince-

lendiginde istatiksel bir fark saptanmadi (p>0,005, Sekil 23).

hTERT/SRY Orant

Sekil 23: TNM evrelemesinde hTERT/SRY oraninin olgulardaki dagilimi
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3.1.6. PSA Degeri ve hTERT, SRY Kopya Sayisi Orani

PSA degerleri <4, 4-10 ve >10 olmak uzere 3 gruba ayrilmigtir. hnTERT

kopya sayisi ile PSA gruplari arasinda anlaml bir iligki saptanamamistir

(p>0,005, tablo 22). SRY kopya sayisi ile PSA gruplari arasinda da istatistik-

sel bir fark saptanamamistir [(p>0,005, tablo 23, Sekil 24)].

Tablo 22: PSA gruplarinda hTERT kopya sayisinin dagilimi

PSA N Ortalama SD %95 Giiven araligi Minimum  Maksimum
Alt sinir Ust sinir
<4 6  5668,8333 5067,25805 351,0721 10986,5945 1550,00 14743,00
4-10 12 4485,0833 4467,90273 1646,3134 7323,8533 636,00 16400,00
>10 21 14914,9048  49650,10564 -7685,5524 37515,3619 63,00 230000,0
Total 39 10283,2564  36502,45401 -1549,4703 22115,9832 63,00 230000,0
Tablo 23: PSA gruplarinda SRY kopya sayisinin dagilimi
PSA N  Ortalama SD %95 Giiven araligi Minimum  Maksimum
Alt sinir Ust sinir
<4 6 1821,1667 2193,80213 -481,0875 4123,4208 556,00 6260,00
4-10 12 2446,5000 3828,79004 13,8029 4879,1971 11,00 13000,00
>10 21 6400,9048  21364,72997 -3324,2037 16126,0132 7,00 99000,00
Total 39 4479,5897 15797,96685 -641,5187 9600,6982 7,00 99000,00
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Sekil 24: (a) hTERT, (b) SRY kopya sayisinin PSA gruplarindaki dagi-
limi

3.2. Gleason skoru, hTERT, SRY Kopya Sayisi Orani

Gleason skorlamasina gore 16 olgu 6/10, 14 olgu 7/10, 5 olgu 8/10 ve 1
olgu da 9/10 olup bu gruplar kendi iginde karsilastirildiginda hTERT kopya
sayisi agisindan anlamli fark saptanmistir (F=2,978, p=0,045, Tablo 24).
Gleason skoru 8/10 olan grupta hTERT kopya sayisi belirgin olarak ylksektir.
SRY kopya sayisi ile Gleason skoru arasinda istatistiksel fark saptanama-

mistir [(p>0,05, Tablo 25, Sekil 25)].
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Tablo 24: Gleason skoruna gére hTERT kopya sayisinin dagilimi

GS N Ortalama SD %95 Giiven araligi Minimum Maksimum
Alt sinir Ust sinir

6/10 18  4800,5000 6222,92270 1705,9133 7895,0867 112,00 24300,00

7/10 14 3316,2857 3908,33625 1059,6795 5572,8919 106,00 14300,00

8/10 5 53175,4000 98979,07852 -69723,3584 176074,1584 1104,00 230000,0

9/10 1 63,0000 . . . 63,00 63,00

Total 38 10494,1316  36968,35958 -1657,0658  22645,3290 63,00 230000,0

Tablo 25: Gleason skoruna gore SRY kopya sayisinin dagilimi

GS N Ortalama SD %95 Giiven araligi Minimum Maksimum
Alt sinir Ust sinir
6/10 18 2101,5556 3228,03517 496,2914 3706,8197 11,00 13000,00
7/10 14 1584,0714 2190,19678 319,4895 2848,6534 7,00 6530,00
8/10 5 22751,6000 42788,14742 - 75880,1022 497,00 99000,00
30376,9022

9/10 1 8,0000 . . . 8,00 8,00
Total 38 4572,9211  15999,12957 -685,8620 9831,7041 7,00 99000,00
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Sekil 25: (a) Gleason skorunda hTERT ve (b) SRY kopya sayilari
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3.3. TNM, hTERT, SRY Kopya Sayisi Orani

Caligma grubumuzda, hTERT ve SRY kopya sayilari ile timor evreleri

arasinda anlamh bir fark saptanamamistir [(p>0,05, Tablo 26, Tablo 27, Sekil

26)].
Tablo 26: hTERT kopya sayisinin TNM evrelemesine gore dagilimi
TNM N Ortalama SD %95 Giiven araligi Minimum Maksimum
Alt sinir Ust sinir
T2a 12 1481,6667  1206,25237 7152505  2248,0829 106,00 3330,00
T2b 14 4600,0714  4724,49905  1872,2269  7327,9160 63,00 14743,00
T3a 7 39508,0000 84501,87683 - 117659,2015 526,00 230000,0
38643,2015
T3b 4  7060,0000 2180,33637  3590,5983  10529,4017  4400,00 9100,00
T4Mb 1 11800,0000 11800,00 11800,00
Total 38 10494,1316 36968,35958 -1657,0658  22645,3290 63,00 230000,0
Tablo 27: SRY kopya sayisinin TNM evrelemesine gore dagilimi
TNM N Ortalama SD %95 Giiven araligi Minimum Maksimum
Alt sinir Ust sinir
T2a 12 3935833 337,53450 179,1241 608,0425 7,00 1150,00
T2b 14 2143,8571 2893,00533 473,4856 3814,2287 8,00  10000,00
T3a 7 16910,5714  36481,07783 -16828,7983  50649,9411 54,00  99000,00
T3b 4 4442,5000 2241,12137 876,3758 8008,6242  1850,00 6370,00
T4Mb 1 2890,0000 2890,00 2890,00
Total 38  4572,9211  15999,12957  -685,8620 9831,7041 7,00 99000,00

72



3000 2000
1500=
2000+
) E 1000=
1000+ 0
= 5001 F
= = _
0_
Tﬁla TEIb Téa T’g:b '1'4b:ﬂb T2a T2b 13a T3b T4M1b
TNM TNM
a b

Sekil 26: (a) TNM evrelemesinde hTERT (b) SRY kopya sayilari
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BOLUM-IV

4.1. TARTISMA

Prostat kanseri (PCa) erkeklerde en sik ortaya ¢ikan saglik sorunlarin-
dan birisi olmaktadir. Erkeklerde en sik gorilen kanserlerden biri olan PCa,
tum kanserlerin %32’ sini olugturmaktadir. 40 yasin altinda nadiren gorulen
PCa’ nin yas ilerledikge insidansi artmakta ve 80’li yaslarda ise en yuksek

oranda gorulmektedir.

Gunumuzde kullanilan timor markirlari, sinirda kalan olgular igin gerekli
spesifite ve sensitivite gosteremediklerinden dolayi kanser hastalarinin teda-
vilerinin dizenlenmesinde tatmin edici olamamaktadir. Dolasimdaki serbest

DNA'’ nin yeni bir timor markeri olmasi olasidir.

Serbest DNA’ nin kanser hastalarinin serum ve plazmalarinda yuksek
oranda bulundugu gosterilmistir. Azalmis kromatin stabilitesi ve spesifik
onkogenlerin, timor supresor genlerin ve mikrosatellit degisimler gibi tumaor
DNA’ sinin tim karakteristikleri, serum ve plazmadaki serbest DNA’' da da

bulunmaktadir.

Pihtilasma islemleri sirasinda hematopoietik hicrelerden DNA’nin non-
spesifik salinimi, serumda plazmadan daha yuksek DNA konsantrasyonlari
ile sonuclanmaktadir (32). Plazma o&rnekleriyle karsilastirildiginda, serum
orneklerindeki ortalama 14 kat yliksek DNA konsantrasyonu bir ¢alismada

bildirilmis olup, diger arastiricilar 2-5 kez daha yuksek konsantrasyon sap-
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tamislardir (32, 57). Plazmadaki serbest DNA’ nin in vivo konsantrasyonlarini
serum DNA'’ sina gore daha iyi yansittigi bildirilmistir. Calismamizda serbest
DNA’ nin izolasyonu plazmadan gergeklestiriimistir. Serbest DNA’ si daha
yuksek konsantrasyonlarda olmasi ve pihtilagsma esnasinda kontrol edileme-

yen faktorleri icermesinden dolayi serum tercih edilmemistir.

Serbest DNA' nin konsantrasyonu, kan 6rneginin alinmasi ve islenme
protokolleri tarafindan etkilenmektedir (32, 57). Kullanilan enjektorun gesidi,
kan orneklemesi ile 0rnek preparasyonu arasindaki gecen zaman ve kan or-
neklerinde farkl santrifuj igslemlerinin kullaniimasi, DNA’ nin konsantrasyonu-

nu in vitro etkileyen faktorler arasinda yer almaktadir (32, 57, 59).

Buna ek olarak DNA konsantrasyonlarinda dikkate deger farkliliklarin
olusma nedenleri arasinda farkli ekstraksiyon protokolleri de yer almaktadir
(25, 32, 37). Fakat bu faktorlerin tUminden daha 6nemlisi, serbest DNA’ nin
kantifikasyonunu etkileyen serum veya plazmadan 6rnek hazirlama metodu-
dur (22, 25, 37). Serbest DNA’ nin izolasyonu i¢in 4 ml plazma kullaniimistir.
Bu hacimdeki plazmanin izolasyonu igin gelistirdigimiz ekstraksiyon protokoll
uygulanmigtir. izolasyonu kit ile gerceklestirildiginde 4 ml plazmadaki serum
proteinleri izolasyon kitinin filtresini tikamakta ve izolasyon gergeklestirile-
memektedir (12). Bu amagla serum proteinlerini uzaklastirmak igin amonyum

asetat ve kloroform ¢oktirme yontemleri izolasyon protokoltine eklenmistir.

Serbest DNA konsantrasyonlari, kitle konsantrasyonlari ( ng/ml; ug/l )
veya genom-dengi konsantrasyonlar (genom-denkleri/ml; kilo genom-
denkleri/l; kopya/ml), 6.6pg iceren tek bir diploid insan hicresindeki belirli

hedef sekansin miktari olarak bir genom-denklik tanimi yapiimaktadir (5, 37).
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Tum bu etmenler cgesitli gruplardaki arastiricilarin bulduklari degerleri karsi-
lastirmay zorlastirmaktadir. Serbest DNA’ nin referans degerlerini arastiran
birka¢ calisma bulunmaktadir (5, 23, 37). Calismamizda elde ettigimiz ser-
best DNA kopya sayilari Lo ve ark. larinin gelistirmis oldugu ¢evrim formuli
ile ng/ml’ ye gevrilmistir. Bu ¢evrim formuline gére ¢alismamizda saptanan

0,2 kopya sayisi 6.6 pg/ml’ ye karsilik gelmektedir (37).

Caligsmamizda kontrol grubununa (76,72x2+113,68) gore hTERT mikta-
rinin “cut-off” degeri 267,12 ng/ml ve SRY i¢in (20,64x2+32,63) 73,91 olarak
saptanmigtir. Bir yontemin cut-off degeri belirlenirken ortalama + 2SD kullani-
lirken literatirde serbest DNA icin genellikle % 95 duven aralhidi Ust siniri ter-
cih edilmigtir. Calismamizin hTERT miktarinin Ust limiti 175,07 ve SRY’ nin
49,14 tar. Leon ve ark. larinin yaptiklari c¢alismada serbest DNA,
radyoimmunoassay ile arastirilip, serumda 50 ng/ml Ust “cut-off’ degeri ola-

rak segilmigtir.

Junk ve ark. larinin yaptiklari ¢galismada ise; erkek ve bayan kontroller-
de plazma DNA konsantrasyonlarinin benzer oldugu gosterilmistir. Erkek ol-

gularda Ust referans limiti 41 ng/ml olarak bulunmustur (22, 29, 32).

Thijssen ve ark. lari, 28 saglikli dondr ile yaptiklari ¢alismada plazmada

DNA’nin “cut-off” limitini 12 ng/ml olarak tespit etmislerdir (57).

Wu ve ark. lari yaslar 20—70 olan erigkinlerde serumdaki en Ust refe-

rans limitini 84 ng/ml olarak tanimlamiglardir (66).

hTERT Ust limiti literatGrdeki ve bizim ¢alismamizdaki SRY st limitinin

3,5 kati olarak saptanmig ve SRY ust limiti ise literattrle uyumludur (32, 50).
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Calismamizin “cut-off” degerlerine gére hTERT pozitif olan olgu sayisi
ile SRY pozitif olgu sayisi arasinda da fark bulunmaktadir. Her ikisinin pozitif
oldugu 8 olgu bulunmaktadir. Bir olgu sadece hTERT pozititken 3 olgu da
sadece SRY pozitifdir. Ayrica hTERT / SRY orani 11 olguda (%27,5) 2/1, 9

olguda (%22,5) < 2/1 ve 20 (%50) > 2/1 olarak saptanmigtir.

Olgularimizdaki hTERT / SRY oranlarindaki bu farkli dagiliminin prostat
kanseri ile iligkisinin daha ayrintili incelenmesi gerekmektedir. Fakat bu gune
kadar literatirde bununla ilgili bir kaynak bulunmamaktadir. Bu orandaki
kayma bize gore iki anlam tasimaktadir. hTERT gen kopya sayisinin
amplikasyonu s6z konusu olabilir veya Y kromozomunun delesyonu bulun-

maktadir. Bu her iki olasilik kanserlerde siklikla rastlanan patolojilerdendir.

Perinchery ve ark. nin yaptiklari ¢alismada, prostat kanserinde Y-
spesifik genlerin delesyonlari arastiriimigtir. Yalnizca epiteliyal hucrelerin
mikrodiseksiyonu igin 50 prostat kanserli doku isleme alinmigtir. Bu hicreler-
den DNA izole edilip, PCR ile amplifiye edilip, Y-kromozomuna spesifik 6
farkh genin (SRY, ZFY, BPY1, SMCY, RBM1 ve BPY2) analizleri yapiimigtir.
Prostat kanserinde Y-kromozomuna spesifik genlerin anlamli kaybi tespit
edilmigtir. Prostat kanserinin yuksek grade lerinde ve evrelerinde SRY ve

BPY2 genlerinin kaybi1 daha sik olarak gézlenmigtir (41).

Wu ve ark. larinin yaptiklari ¢calismada 1ml serum / plazma érneklerin-
den QlAamp 96 spin blood mini kit (Qiagen) kullanilarak serbest DNA izole
edilmis ve kantitasyon PicoGreen DNA tayin kiti kullanilarak yapilmistir. Ser-
best DNA dizeyinin ortalama deg@eri kontrol grubunda (yillik saglik kontrolG

yapilan bireyler) 57,1+ 30,6 ng/ml (ortalama + SD) olarak bulunmustur. Pros-

77



tat kanseri tanili, PSA degerleri 4 ile 20 ng/ml olan 51 olgunun, ortalama ser-
best DNA dizeyleri 4581790 ng/ml ve PSA degerleri 20 ng/ml den fazla olan
34 olgunun ortalama serbest DNA duzeyleri 490471 ng/ml olarak bulunmus-

tur (66).

Calismamizda PSA degerleri <4, 4-10, >10 olmak Uzere 3 grupta ince-
lenmis PSA degerleri artigi ile serbest DNA’ nin artis1 goézlenmis olmakla bir-
likte aralarind anlaml bir korelasyon saptanmamigtir. Calismamizda 4-10
PSA degerinde, serbest DNA hTERT ortalamasi 148,01 ng/ml, SRY ise
80,74 ng/ml ve PSA degerleri >10 olan grupta hTERT 476,66 ng/ml, SRY
204,29 ng/ml olarak belirlenmistir. PSA degeri >10 gruptaki DNA miktari Wu

ve ark. larinin galismasindaki DNA miktarina oldukga yakindir.

TNM evreleri ile prostat kanserli olgularda serbest DNA miktari arasinda
anlamli bir fark saptanmamis olup ¢alismamizda pozitif olarak degerlendirilen
olgulardan 6 tanesi T3 evresinde ve DNA ortalamasi 1903,18 ng/ml 1
taneside T4 evresinde ve 389,40 ng/ml serbest DNA saptanmigtir. T3 evre-

sindeki yuksek orandaki serbest DNA miktari dikkat gekicidir.

Gleason skorlari ile serbest DNA miktarlari arasinda anlamli bir kore-
lasyon saptanmistir. Gleason skorlariyla serbest DNA arasindaki korelasyo-

nu gosteren ilk calisma olmasi yonunden de dikkat ¢ekicidir.

Calismamizda ydntemimizin spesifisite ve sensitivitesi kontrol grubu-

muzun az olmasimdan dolayi hesaplanmamistir.

Boddy ve ark.lari serbest DNA’ nin prostat kanserinin klinik tanisinda

roli olup olmadigini arastirmiglardir. Prostat karsinomlu 61 olgu ve benign
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anemnezli 62 olgu calismaya dahil edilmistir. Analizler sonucunda; serbest
DNA (p=0,82), boyut dagilimi (p=0,91) ve kanser varhgi arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir korelasyon saptamamiglar ve prostat kanserinin klinik taki-
binde, serbest DNA’ nin prognostik bir deger tasimadigi fikrini ileri stirmus-

lerdir (7).

Calismamiz Boddy ve ark. larinin yaptigi ¢galismada oldugu gibi serbest
DNA ile prostat kanseri arasinda bir korelasyon saptayamamistir (7). Bunun-
la birlikte Boddy ve ark. larinin ileri sirmis olduklart bu yontemin bir
prognostik deger tagsimadigi fikrini katilmamaktayiz. Farkli kromozomlardaki
fazla sayida markirlar ile degerlendiriimesi ile serbest DNA’ nin prognostik

degder tasiyan bir tumdr markiri olacagini inanmaktayiz.

Sonug olarak; Prostat kanserinde, serbest DNA yonteminin genis seriler
ile “cut-off” degerlerinin belirlenmesi yoluyla tani degerini artacagina inan-
maktayiz. Yontemin gegerliliginin gosteriimesiyle prostat kanserinde taniya
yardimcl bir non-invaziv yontemin uygulamaya gecirilebilinecegini diguinmek-

teyiz.
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BOLUM-V

5.1. SONUG VE ONERILER

Calismamizda, prostat karsinomu 6n tanili ve tanili olgularda dolagim-
daki serbest DNA’ nin kantitatif tayinini yapmak ve prostat kanserinde

noninvaziv bir yontemle taniya yardimci olmak amaclanmigtir.

Prostat kanseri tanisi alan 40 olgulardan serbest DNA kantitasyonu ¢a-
hsilmigtir. Olgularin yas ortalamalari 61,7+8,9, PSA degerleri ortalamasi

41,3+ 23,8 olarak hesaplanmistir.

hTERT, SRY kopya sayilari ve DNA miktarlari kontrol grubu ile karsilas-

tinldiginda anlamli bir fark saptanmamisgtir (p<0,05).

hTERT ve SRY kopya sayisi / miktarlari arasindaki korelasyon % 98

iligkili olup, anlamh olarak saptanmistir (R=0,991, p=0,000).

Kontrol grubunda hTERT ve SRY kopya sayisi ve miktarlari arasindaki
arasindaki korelasyon % 89 iliskili olup istatistiksel olarak anlamhdir

(R=0,948, p=0,004).

Calisma grubundaki hTERT / SRY orani timor derecelerine goére ince-

lendiginde istatistiksel bir fark saptanmadi (p>0,005)

SRY kopya sayisi ile PSA gruplari arasinda da istatistiksel bir fark sap-

tanamamigtir (p>0,005).
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Gleason skoru 8 / 10 olan grupta hTERT kopya sayisi belirgin olarak
yuksektir. SRY kopya sayisi ile Gleason skoru arasinda istatistiksel fark sap-

tanamamistir.

Caligma grubumuzda, hTERT ve SRY kopya sayilari ile timor evreleri

arasinda anlamli bir fark saptanamamigtir

Sonug olarak bulgularimiz isiginda, olgularimizdaki serbest DNA’ nin
kantitatif degisimlerine ek olarak, plazma DNA’ nin tumor iligkili karakteristik-

lerinin de calisilmasi 6nerilmektedir.

Kanserin biyolojisindeki yeni kesfedilen yolaklar ve aglar kanser olusum
nedenleri arasinda son yillarda yerini almistir. Tumdrogenezin kompleksligi-
nin ¢ézimlenmesinde gelisen teknolojiler dnemli rol oynamakta ve kanser
teshisindeki gelismelerle ilgili var olan bilgiler kanser tanisi, énlenmesi ve
tedavisi agisindan yeni pencereler agiimaktadir. Molekiler determinantlar
araciligiyla kanser riskinin molekuler tespiti gercege hi¢ bu kadar yakin ol-
mamigtir. Tipik olmayan DNA ve RNA’ nin tespiti, serum veya plazmadaki
oto-antikorlarin varhgi ve protein profillenmesi, ilaca olan yanitin dnceden

tahmin edilmesi halen sinirli olarak kullanilabilmektedir.

Bir sonraki ¢calismamizda, prostat kanserinde énemli rol oynadigi bilinen
Akt/PTEN ve mTOR yolaginda, SRY ve hTERT gen kopya sayisinin yaptigi

etkilerin arastirilmasi planlanmaktadir.
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BOLUM-VI

6.1. OZET

Prostat adenokarsinomu olarak tanimlanan prostat kanseri, sanayilesmis bati toplu-
mundaki genel olarak erkeklerin %10’ undan fazlasinda klinik olarak ortaya ¢ikan bir durum-
dur. Yas ile artan bir insidans gdstermektedir. Glnimuzde prostat kanserinin erken evresin-
de yavas ilerleyecegi ya da agresiflesecedi konusunda ayirt edici glivenilir bir metot bulun-

mamaktadir.

Kanser hastalarinin serum ve plazmalarinda yiksek oranda serbest DNA (cell-free
DNA) bulundugu gosterilmistir. Bunun apoptoz ya da nekroz sonucu olustugu dusinulmek-
tedir. Kanser hastalarinin plazmalarindaki artmis serbest DNA, azalmis kromatin stabilitesi
ve spesifik onkogenlerin, timor sipresor genlerin ve mikrosatellit degisimlerin varligi gibi
tumdr DNA’ sinin tum karakteristik 6zelliklerini sergilemektedir.

Calismamizda, prostat karsinomu on tanili ve tanili olgularda dolasimdaki serbest
DNA’ nin kantitatif tayinini yapmak ve prostat kanserinde noninvaziv bir yontemle taniya
yardimci olmak amaclanmistir.

Caligmamizda, Ege Universitesi Tip Fakdiltesi Uroloji Anabilim Dalr’ nda prostat kanse-
ri tanisi alan 40 olgulardan serbest DNA kantitasyonu ¢aligiimistir. Olgularin yas ortalamalari
61,95+8,14, PSA degerleri ortalamasi 19,33+26,95 olarak hesaplanmistir. Olgulardan 8 ml
periferik kandan plazma ayriimistir. Serbest DNA’ nin izolasyonu 4 ml plazmadan DNA izo-
lasyon kiti ile (High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche Diagnostics, Germany) kit
prosediriine gore gerceklestiriimistir. Serbest DNA’ nin kantitasyonu igin hTERT (human
Telomerase Reverse Transcriptase) ve SRY (sex determining region Y) gen bdlgeleri segil-
mistir. Kantitasyon, Tagman 5 ekzonlkleaz metoduna goére Real time kantitatif PCR
LightCycler cihazinda hTERT ve SRY geni primer ve prolari ile gergeklestirilmistir. (Roche
Diagnostics, Germany). Her iki gen bolgesi icin konsantrasyonlari bilinen standartlar kullani-
larak konsantrasyon / dongl sayisi egrisi olusturulmustur. Saptanan kopya sayilari ¢evrim

formulu kullanilarak ng/ml’ ye ¢evrilmistir.
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hTERT kopya sayisint ng/ml c¢evrildiginde c¢alisma grubunun ortalamasi
334,63+1189,41 (2,08 — 7590,00 median 89,43) bulunurken, kontrol grubunun ng/ml degeri-
nin ortalamasi ise 113,68+76,72 (21,23 — 192,19, median 120,65) bulunmustur.

SRY kopya sayisi ng/ml gevrildiginde galisma grubunun ortalamasi 145,59+514,80
(0.22 — 3.267,00 median 26,37) iken, kontrol grubunun ng/ml degerinin ortalamasi ise
32,63+20,64 (3,46 — 51,32, median 37,86) dir

hTERT, SRY kopya sayilari ve DNA miktarlari kontrol grubu ile karsilastirildiginda an-
laml bir fark saptanmamistir (p<0,05).

hTERT ve SRY kopya sayisi / miktarlari arasindaki korelasyon % 98 iliskili olup, an-

lamli olarak saptanmistir. (R=0,991, p=0,000)

Kontrol grubunda hTERT ve SRY kopya sayisi ve miktarlari arasindaki arasindaki ko-

relasyon % 89 iligkili olup istatistiksel olarak anlamlidir (R=0,948, p=0,004).

Calisma grubundaki hTERT / SRY orani timér derecelerine goére incelendiginde ista-
tistiksel bir fark saptanmamistir (p>0,005).

hTERT / SRY kopya sayisi ile PSA gruplari arasinda da istatistiksel bir fark saptana-
mamistir (p>0,005).

Gleason skoru 8 / 10 olan grupta hTERT kopya sayisi belirgin olarak yuksektir. SRY
kopya sayisi ile Gleason skoru arasinda istatistiksel fark saptanamamistir.

Calisma grubumuzda, hTERT ve SRY kopya sayilari ile timor evreleri arasinda an-
lamli bir fark saptanamamistir

GUnumuizde kullanilan timoér markirlari, gerekli spesifite ve sensitivitenin eksikliginden
dolayi kanser hastalarinin tedavilerinin diizenlenmesinde tatmin edici olmamaktadir. Plazma
serbest DNA’ nin yeni bir timoér markiri olabilecegini diisinmekteyiz. Dolagimdaki serbest
DNA'’' nin kantitatif analizi ydnteminin uygulanabilir hale gelmesiyle bir¢ok kanser turiinde
taninin konmasinda yardimci olabilecektir. Ayrica birgok kanser tlrl icin de tarama testi

olarak kullanilabilecektir.
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6.2. ABSTRACT

Prostate cancer, called more precisely ‘prostate adenocarcinoma’, becomes clinically
significant in up to 10% of all males in Western industrialized countries. It is rare in younger
males, but its incidence increases continuously with age.

Currently, there isn’t enough distinguishing and reliable methods in early stage of
prostate cancer about its agressiveness or development.

Increased concentrations of cell-free DNA in plasma or serum have been found in pa-
tients suffering from different types of cancer. It has been conceived that is derived from
apoptosis or necrosis. It has been reported that the increased cell free DNA in the plasma of
cancer patients has all of the characteristics of tumor DNA, such as decreased strand stabil-
ity and the presence of specific oncogenes, tumor suppresor genes and microsatellite altera-
tions.

In our study, we aimed to contribute the diagnosis with a non-invasive method in pros-
tate cancer and make the quantitative detection of cell-free DNA in pre-diagnosed and diag-
nosed patients.

In our study, quantification of cell-free DNA from 40 patients who were diagnosed with
prostate cancer in Urology Department of Ege University Medical Faculty. The average age
of patients was 61,9548,14 and the average level of PSA was calculated 19,331£26,95.
Plasma is isolated from 8 ml peripheric blood sampling. The isolation of cell-free DNA from 4
ml plasma by using DNA Isolation Kit (High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche Di-
agnostics, Germany) according to the kit manual. The gene regions SRY (sex determining
region Y) and hTERT (human telomerase reverse transcriptase) was chosen for the quanti-
tative analysis of cell-free DNA. Quantitative analysis was actualized by using TagMan &
exonuclease method with SRY and hTERT primers and probes on Real-time quantitative
PCR in LightCycler device (Roche Diagnostics, Germany). For both of the gene regions by
using standards which had known concentrations, the curve of concentration / cycle number
was constituted. By using formula of conversion, the determined copy numbers was con-

verted to ng/ml.
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While the copy number of hTERT were converted to ng/ml, the average of the study
group was found 334,63+1189,41 (2,08 — 7590,00 median 89,43), the average of the ng/ml
value of the control group was found 113,68+76,72 (21,23 — 192,19, median 120,65).

When the copy of number SRY converted to ng/ml, the avarage of the study group
was 145,59+514,80 (0.22 — 3.267,00 median 26,37) and the avarage of the ng/ml value of
the control group was 32,63+20,64 (3,46 — 51,32, median 37,86).

When the hTERT and SRY copy numbers and the amount of DNA were composed
with the control group there was no significant difference was found (p<0,05).

The correlation between the hTERT and SRY copy number amount was 98% related
and it had a significant difference (R=0,991, p=0,000).

In the control group, the correlation between the hTERT and SRY copy number and
amounts was 89% related and is statistically significant (R=0,948, p=0,004).

Any statistically significant correlation between hTERT/SRY ratio and tumor grades
was found (p>0,005).

Any statistically significant correlation between hTERT/SRY copy numbers and PSA
groups was found (p>0,005).

In the group which have 8/10 Gleason score, the hTERT copy number is significantly
high. Any statistically significant correlation between SRY copy number and Gleason score
was appointed (p>0,005).

Current tumor markers are not entirely satisfactory in managing cancer patients be-
cause of the lack of sufficient specificity and sensitivity. It is possible that serum cell-free

DNA might be new tumor markers which have the enhanced specificity that is sought.
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