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OZET

YUKSEK LiSANS

PROSTAT KANSERLiI HASTALARDA PTEN GEN MUTASYONLARININ
TANIMLANMASI

Meri¢c Tugba AKGUN

Selcuk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
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Danmisman: Yrd. Do¢. Dr. Hasibe Cingilli VURAL
2012, X+70 Sayfa

Jiiri
Yrd. Dog. Dr. Hasibe Cingilli VURAL
Dog. Dr. Birol OZKALP
Yrd. Dog¢. Dr. Gokhan KARS

Prostat kanseri; gelismis tilkelerde kansere bagli 6liimler arasinda 2. siradadir. Prostat kanserinin
ortaya ¢ikisindan ve hastaligin seyrinden sorumlu mekanizmalar tamamen agiga ¢ikarilamamustir, ancak
timor seyri ve gelisiminden bircok degisik faktdriin dnemli rol oynadigi diisiiniilmektedir. PTEN
(fosfotaz ve tensin homologu) kromozom 10¢23.3 lokalize olmus, bir ¢ok kanser tiiriinde islevini
kaybetmis tiimor baskilayici bir gendir. PTEN, PI3K/Akt yolagini inhibe ederek negatif diizenleyici rol
oynar. PI3K/Akt/ yolagi prostat karsinogenezinde Onemli hiicresel olaylar1 diizenlemektedir. Prostat
kanserinde bu yolagin aktivasyonunun daha ileri evre, daha kotii prognoz ve daha yiiksek gleason skoru
ile iliskili oldugu gosterilmistir.

Calismamizda; primer prostat kanserli hastalarda PTEN gen mutasyonlar1 Real-Time PZR'a
dayali yeni bir analiz yontemi olan HRM yo6ntemiyle aragtirilmistir. HRM (High Resolution Melting)
analizinde; PTEN genine ait Eksonl ve 2 primer olarak kullanilmis, saglikli bireylerden alinan 5 adet kan
ornegi kontrol grubu olarak seg¢ilmis ve parafin bloklara emdirilmis olan 10 adet prostat kanserli solid
doku 6rnekleri kullanilmigtir. Calismamizin sonucunda; 2 adet prostat kanserli dokuda ve 1 adet kontrol
olarak kullanilan 6rnekte; her iki eksonda da mutasyon gozlemlenmistir. Tiirk popiilasyonun da; PTEN
geni nin prostat kanserinde ki 6neminin ve islevinin anlagilmasi igin daha genis ¢aligmalarla arastirilmali,
PTEN geninin genetik bir marker olarak Tiirk popiilasyonunda kullanilip kullanilmayacagi yoniindeki

calismalar tetiklenmelidir.

Anahtar Kelimeler: HRM, prostat kanseri, PTEN, mutasyon
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Prostat carcinoma is the second most common cause of cancer-related mortality in developed
countries. Although the mechanisms responsible for emergence of and progression of prostate cancer
were not brought fully exposed, many different factors thought to play an important role in tumor
progression. PTEN (phosphatase, tensin homologue) located 10g23.3 on chrosome and inactivation of
tumor suppressor gene PTEN has been reported in several types of human tumors. PTEN plays a role as
negative regulator by inhibiting the PI3K/Akt pathway. PI3K/Akt pathway regulates cellular events in
prostate carcinogenesis. Activation of this pathway in more advanced stages of prostate cancer, poorer
prognosis are associated with higher gleason score.

Our study, PTEN gene mutations in patients with primary prostate cancer investigated with the
method of HRM-based Real-Time PZR. In this study with HRM method used 5 different blood samples
of healthy individuals for control and 10 pieces of solid tissue samples of parafin-embedded blocks with
prostate cancer. In the present study, 2 pieces of tissue with prostate cancer and used as a control sample
of 1; which mutation is observed in both exons. The importance of PTEN gene in prostate cancer and for
understanding the function to be explored in larger studies, PTEN gene as a genetic marker in the

direction of the Turkish population triggered whether to use in Turkish population or not.

Keywords: HRM, prostate cancer, PTEN, mutation
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

°C: Santigrad derece
n: Mikron

ng : Mikrogram

ng: Mikrogram

ul: Mikrolitre

Y: gama

Kisaltmalar

ABD: Amerika Birlesik Devleti

APC: Adenomatous polyposis coli geni

AR: Androjen reseptorii

ASA: Allel spesifik amplifikasyon

B2M: Beta2-microglobulin geni

BCL2: B-cell lymphoma 2 geni

b¢: Baz cifti

cc: Cubic centimeter = 1ml

cm: Santimetre

CpG: Sitozin ve guanin igeren bolge

Ct: Her bir 6rnegin esik degerini astig1 siklus sayisi
DAPI: 4-6 diamidino- phenylindole

DCC: Deleted Colon Cancer geni

DGGE: Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
dH,O: Distile su

dk: Dakika

DNA: Deoksiriboniikleik asit

dsDNA: Cift zincirli DNA

EGF: Epidermal growth factor geni

EGFR: Epidermal growth factor reseptorii

ETaR: Endotelin A reseptdrii

F: Forward

g: Gram

GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
GTPaz: Guanosin tripfosfotaz

HA: Heterodubleks analizi

HER2: Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
HPRT-1: Hypoxanthine phosphoribosyltransferasel geni
HRM: High resolution melting

IGF: Insulin-like growth factor geni

IGF1 R: insulin-like growth factor 1 receptor

kDa: Kilo Dalton

L: Litre

mA: MiliAmper

Mg*?: Magnezyum

ml: Mililitere



MRNA: Mesajci riboniikleik asit

NF1: Neurofibromin geni

ng: Nanogram

pl6(CDKN2A): Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
p21(CDKN1A): Cylin dependent kinase inhibitor 1A
PAP: Prostate spesific Acid Phosphatase

pH: -log[H"]

PI3K: Phosphoinositide 3-kinase

PIP3: Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate
PSA: Prostat Spesifik Antijeni

PTEN: Phosphatase and tensin homolog

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu

R: Reverse

RAS: Rat sarcoma

RB1: Retinoblastomal geni

RFLP: Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi
RNA: Riboniikleik asit

rpm: Dakika basina devir sayisi

rRNA: Ribozomal riboniikleik asit

RTK: Receptor tyrosine kinases

RT-PCR: Real time-Polimerase Chain Reaction
sn: Saniye

SNP: Single niikleotid poliformizm

SSCP: Single Strand Conformation Polymorphism
TAE: Tris Asetik asit Etilen diamin tetra asetik asit
TGF: Transforming growth factor

Tm: Melting temperature

tRNA: Tastyici riboniikleik asit

TRUS: Transrektal Ultrason

UV: Ultraviyole

V: Voltaj

VEGFR: Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
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1. GIRIS

Prostat, mesanenin alt kisminda bulunan ve mesaneden disariya agilan idrar
yolunu saran bir salg1 bezidir. Meniyi iiretmekle gorevlidir.

Prostat kanseri, erkek lireme sisteminin dnemli bir liyesi olan prostatta goriilen
malign (kotii huylu) degisikliklerdir. Bati1 erkek popiilasyonunda en sik karsilasilan
malign lezyondur ve bu popiilasyonda kansere bagli 6liim nedenleri arasinda ise ikinci
sirada yer almaktadir (Parker ve ark., 1997). Prostat kanseri tiim erkek kanserlerinin
%]11’ini ve erkekler arasinda kanserden oOliimlerin %9’unu olusturmaktadir. Her 5
erkekten birisi hayat: boyunca prostat kanserine yakalanmaktadir. Ulkemizde ise 2003
yil1 saglik bakanlig1 verilerine gore en sik gézlenen kanserler arasinda {igiincii siradadir.
Akciger ve barsak kanserlerinden sonra en sik goriilen kanser tipidir.

Fosfataz ve tensin homologlari (PTEN), 10023.3 kromozomal bélgede yer alan
bir tiimdr baskilayict gendir. PTEN lipid fosfataz etkisi ile fosfoinozitid-3 kinaz/protein
kinaz B (PISK/AKT) sinyal yolunun ikincil habercisi olan fosfotidil inositol 3,4,5
trifosfat’in (PIP 3) D3 konumundaki fosfat1 ayirmakta ve fosfoinozitid-3 kinaz/protein
kinaz B’nin merkezi diizenleyici etkisini baskilayarak hiicrenin biiylimesi, ¢ogalmasi,
yasami ve embriyolojik gocii gibi ¢ok sayida hiicresel fonksiyonlari denetlemektedir.
PTEN geninde ¢ok sayida mutasyon goriilmektedir. Bu mutasyonlar sonucunda PTEN
proteini iiretilememekte ve PIP3/AKT yolunun etkisi ile olusan kontrolsiiz hiicre
¢ogalmasi engellenememektedir. PTEN protein iiretim orani azaldikga tiimor hiicreleri
hizla farklilasmakta ve tiimor ilerleyici bir seyir izlemektedir (Gtil, 2008).

Prostat, beyin, meme, endometrium ve bobrek kanserlerinde PTEN timor
baskilayici geni inaktif bir durumdadir. Prostat kanserli hiicrelerde PTEN islevinin yok
olmast; silinme, mutasyon ve ksenograf modelerinde metilasyon araciligiyla olmaktadir.
Primer prostat kanserlerinde PTEN mutasyonlari goreceli olarak az olmasina karsin ileri
evre timorlerde PTEN inaktivasyonu daha sik goriilmektedir.

Bilimsel ilerleyis bircok alanda oldugu gibi, gectig§imiz son on bes yilda
molekiiler biyoloji ile ilgili arastirmalarda da onemli ilerlemeler gergeklesmistir ve
bircok uygulama arasinda, bilinmeyen DNA dizileri ya da genetik anomalilerin ortaya
cikarilmasinda kullanilabilirligi kanitlanmistir. Molekiiler biyoloji dahilinde; duyarh
tekniklerin gelisimi ile niikleik asitlerin dakika mertebesinde tayinini saglayan bir ¢cok

giiclii ekipman gelistirilmistir.



Genomigin kesfi icin kullanilan ilk yontemlerden biri PCR’dir. Ozellikle
calismalarda genotiplendirme ve mutasyon taramasi i¢cin PCR sonrasi analiz teknikleri
kullanilmistir. DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Chromatography), SSCP
(single-stranded conformation polymorphism), TGCE (temperature gradient capillary
electrophoresis), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) gibi PCR sonrasi
geleneksel metotlar; maliyetli laboratuar ekipmanlari gerektirmektedir. Artik geleneksel
PCR vyerini Real-time PCR cihazina birakmaya baslamistir. Real-Time PCR, PCR
reaksiyonlarinda sicaklik dongiilerini saglamak i¢in kullanilan cihazlarin (thermocycler)
hassas Ol¢im aletleriyle birlestirilmesiyle ortaya ¢ikmistir. DNA ve RNA Ornekleri
kalitatif ve kantitatif olarak kisa slirede analiz edilebilmektedir. Real-time PCR’ da
iiriinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Klinik uygulamalar giderek artan
real-time PCR sistemleri, infeksiyon hastaliklarinin tanisinda ve nokta mutasyonlarinin
belirlenmesinde sagladigi istiinliikler nedeniyle tercih edilmektedir. Prob temelli
genotiplendirme herhangi bir standart real time cihazinda uygulanan yeni ve daha
hassas bir tekniktir, ama 0©zel etiketli problar oldukca pahalidir. Bu yaklasim
optimizasyon i¢in onemli bir ¢aba ve zaman gerektirmektedir. Yakin zamana kadar
calismalar i¢in eksikligi olan sey yiiksek verimlilikte 6rnek calismasini saglayan ve her
ornek bagina diisiik maliyet gerektiren bir analiz yontemiydi. Bu eksiklik; HRM analizi
ile doldurulmus, prob temelli genotip deneyleri icin yiiksek maliyet ve zaman
sorununun ¢dzen alternatif bir yontem olmustur. HRM analizi mevcut real-time PCR
sistemleri lizerinde yapilabildigi icin 6zel ekipmanlara ihtiya¢ duyulmamaktadir. Bu
basit ve son derece hassas analiz, genetik analiz ¢alismasinin énemli bir pargasi haline
gelmektedir. HRM, artan sicaklikla birlikte ¢ift zincirli DNA' nin tek zincirli DNA ya
doniistimii ile karakterize bir analizdir. Analizin uygulamasindan 6nce, hedef sekans ¢ift
zincirli DNA ya baglanan floresan boyalar varliginda ¢ogaltilmaktadir. DNA sekans
varyantlarii tamimlamak i¢in gelistirilmis ve ilk olarak genotiplendirme igin
kullanilmistir. Basit olusu, diger sekanslama yontemlerine gore diisiik maliyetli olusu,
kullanim kolaylig1, 6zgiillii HRM analizinin en belirgin 6zelliklerindendir.

Mevcut ¢alismada histopatolojik sonuglara gore prostat kanserli bireylerden
aliman biyopsi Orneklerine 0zgli parafin bloklara emdirilmis dokulardan DNA
izolasyonlar1 yapilarak elektroforetik ve spektral yontemlerden sonra Real-Time PZR

cihazinda HRM analizi ile gene 6zgiin mutasyonlar ve mutasyon tipleri tanimlanacaktir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Kanser

Kanser terimi tek bir hastalik adi olmayip kontrolsiiz biiylime olan habis
tiimorlerin tiimiine verilen bir addir. Hiicre ¢ogalmasi sonucu bir kitle haline gelen
timor (neoplazma) kendini saran komsu hiicrelere de saldirmakta (cancer=yengeg) ve
hastaligin sonraki evrelerinde tiim viicudu sarmaktadir (metastaz) ( Basaran, 1999).

Ulkemizde 1970°li yillarda sebebi bilinen dliimler arasinda 4. sirada yer alan
kanser, son yillarda kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra 2. siraya
yiikselmistir. Kanser tiim yastaki insanlar1 etkiler ve her 3 insandan biri, yagsaminin bir
doneminde kanser tanist konusunda deneyim yasamaktadir. Kanserin kontrol altina
alinmas1 hususunda 6nceliklerin belirlenebilmesi i¢in kanser yiikiiniin insidans (ortaya
cikan yeni vakalar) ve 6lim sayisi cinsinden tahmin edilmesi gerekmektedir. En son
uluslararasi verilere gore (Ferlay ve ark., 2002; 2006, American cancer society, 2008)
2008 yil1 tamaminda 12,4 milyon tahmin edilen yeni vaka ve 7,6 milyon 6liim meydana
gelmistir. Insidans yéniinden diinyada en yaygin kanserler akciger (1,52 milyon), meme
(1,29 milyon), ve kolorektal (1,15 milyon) kanserleridir. K&tii prognoz nedeniyle
akciger kanseri ayn1 zamanda en fazla 6liime (1,31 milyon) neden olan kanser iken onu
mide kanseri (780.000 6liim) ve karaciger kanseri (699.000 6liim) izlemistir (Diinya
kanser raporu, 2008).

Yurdumuzda en sik goriilen kanserler erkeklerde akciger, prostat, kalinbarsak,
rektum, mide ve pankreas; kadinlarda ise meme, akciger, kalin barsak, rektum, serviks,
over, mide ve pankreas kanserleri olarak siralanabilir.

Bugiin, artik kansere bir tek etmenin sebep olmadig: bilinmektedir. Bazen kanser
bir kisinin, hatali genleri kalitim yoluyla almasi gibi basit bir yol ¢izmektedir. Bazen de
sebebinin saptanmasi miimkiin olmamaktadir. Ama genelde yiiksek risk faktorii
dedigimiz sebeplerden bazilarinin bir araya gelmesiyle kanser tablosu olusturmaktadir.
Kanser risk faktorlerine bakilacak olursa; son yillarda sagliksiz yagam aligkanliklart,
sigara ve alkol kullanimi, genetik yatkinlik, ¢cok az veya ¢ok fazla giines 151¢1na maruz
kalma, baz1 viriisler, yiiksek yagli yiyecekler, yas durumu gibi etmenler siralanabilir.

Kanserde temel sorun, hiicre c¢ogalmasindaki kontroliin kaybolmasidir ve
cogalma ya da bliylime, gen kontrolii altinda olduguna gore genetik faktorlerde tiim

kanser tiirlerinde etkilidir seklinde genelleme yapilabilir. Kanser gelisimine hangi



faktorler etkili olursa olsun tim kanser tiirlerinin (belirgin bir kalitsal komponent
bulunmasa bile) somatik hiicrelerde mutasyon ya da mutasyonlar sonucu olustugu ve
mutasyonlarin da bir seri genin ekspresyonunu etkiledigi artik bilinen bir gergektir
(Basaran, 1999).

Kanserde genetik degisikliklerin rolii 50 yili agkin bir siiredir bilinmektedir ve
bilim adamlar1 kanserde mutasyona ugramis genlerin uzun bir katalogunu ¢ikarmaistir.
Genellikle DNA tamir mekanizmasi, hiicre ¢ogalmasi, hiicre O6limii ve hiicre
farklilasmasinda rol alan proteinleri kodlayan genlerde ortaya ¢ikan mutasyonlar kanser
olusumuna sebep olur.

Kansere yol agan genetik mutasyonlar bazen kalitsal olarak anne babadan
cocuklara aktarilan mutasyonlardir. Ornegin ailesel meme ve kolon kanserlerinde
gbzlenen mutasyonlari tagiyan bireyler toplumun diger bireylerine gore daha fazla risk
tasir. Kansere neden olan genetik degisikliklere tabi genler arasinda; hiicre ¢evrimi
kontroliinde rol alan genler de onemlidir (Lobrich ve Jeggo, 2007; Malumbres ve
Barbacid, 2001). Bununla birlikte, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi hiicrelerin hiicre
cevrimi slireglerini igler tutmasini gerektirir.

Kanserde goriilen hiicre c¢evrimi degisiklikleri baslica iki ana regilator
kiimesiyle sinirlhidir: hiicre ¢evrimi ilerlemesinin negatif kontroliinde rol alanlar (ki
bunlarin etkin olmayan hale getirilmesi hizlanmis ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina yol
acar) ve genom biitlinligliniin korunmasini hiicre ¢evrimine baglayanlardir (ki bunlarin
etkin olmayan hale getirilmesi karsinogenez sirasinda siirekli biriken gen degisiklikleri
olan hiicrelere yol agar) (Lobrich ve Jeggo, 2007).

Apoptosis ya da apoptosisin olmamasi da kanser olusumunda kritik Gneme
sahiptir (Letai, 2008). Ornegin; apoptotik uyaranlara kars: direng saglayan bir gen olan
BCL2, diisiik dereceli B hiicresi Hodgkin olmayan lenfomalarda t(14: 18) kromozomal
translokasyonda bulunmustur. Boylelikle, neoplastik hiicre genislemesinin hizli
cogalmadan ziyade, hiicre Oliimiinlin azalmasi1 nedeniyle ortaya ciktigi anlagilmistir.
Apoptosisteki  hatalar  neoplastik  hiicrelerin ~ yaglanmanin ~ 6tesinde  hayatta
kalabilmelerini saglar ve boylelikle timdr kiitlesi genisledik¢e hipoksiya ve oksidatif
stresten koruma saglanmis olur. Timorlerin biiylimeleri, o6zellikle de kimyasal
karsinojenlere yanit olarak biiylimeleri, ¢ogalma etkinligi; degisiklige ugramis hiicre
popiilasyonlar1 ortaya ciktikca, etkilenen dokulardaki degisen apoptosis oranlar ile

iliskilendirilmistir. Ote yandan, bir paradoks olarak, bazi kanserlerde, dzellikle de meme



kanserinde biiylime artan apoptosisle pozitif olarak iliskilendirilmektedir (Parton ve
ark., 2001).

2.1.1. Kanserli hiicrenin gelismesi

Kanser gelisimi baska dokulara sigramasi ilag ya da radyasyon tedavisine direng
gelistirmesi ve Qenetik mutasyonlar1 gerektirir. Kanser hiicrelerinde ortaya c¢ikan
mutasyonlar kesinlikle rastgele degildir.

Yapilan deneysel ¢alismalarda tam bir kanserli hiicrenin gelismesi i¢in gereken
minimum basamak sayisi belirlenmistir (Hanahan ve Weinberg, 2000). Buna gore ii¢
temel kuralin ihlal edilmesi gerekir.

Birincisi, hiicrelerin ancak dogru sinyali aldiklarinda boliinmeleridir. Bu kuralt
ihlal etmek igin hiicre, bir hormon ya da biiyiime faktorii ile uyarildiginda normal olarak
aktif hale gecen devreleri agarak hiicre boliinmesini kalici olarak aktif hale getirmelidir.

Ikinci kural, hiicrelerin DNA replikasyonu igin gergin ya da yanlis kosullarla
karsilagtiginda, genlerin hasar gorebilecegi kosullarda DNA replikasyonunu baglatmak
yerine, kendi kendini imha etme programlarini aktif hale getirmeleridir. Bu kendini
imha programlarindan kaginmak i¢in, hiicrelerin normalde anormal ya da asir1 hiicre
boliinmesini engelleyen giivenlik frenlerinden kurtulmasi gerekir. Bu frenler iki ana gen
tarafindan kontrol edilmektedir: RB1 (ayni zamanda Retinoblastoma geni olarak da
bilinir) ve TP53 (normalde ortamda rahatsizlik oldugunda hiicrelerin béliinmesini
Onleyen bir stres sensorii olan p53 proteinini iireten gen) genleridir. Bu iki fren
mutasyon sonucu ortadan kalktiklarinda, hiicreler sadece boliinmekle kalmaz, ayni
zamanda programlanmis hiicre dliimiinden de kacinmis olurlar ve boylelikle de bir
tiimor kitlesinin olusumuna izin verilmis olur.

Ug numarali kural, normal hiicrelerin sadece sirli, belli sayida béliinmeleri
kuralidir. Bagka bir deyisle; hiicrelerin DNA’larin1 6nceden tanimlanmis, belirli bir
saymin Otesinde kopyalamalarini engelleyen bir “boliinme sayaglart” vardir. Normal
hiicreler, her kromozomun ucunda yer alan ve telomer adi verilen 6zel bir yapi
nedeniyle sinirli sayida DNA replikasyonu yapabilir ve boliinebilirler.

Bu degisikliklerin her biri ayr1 ayr ele alindiklarinda, normal hiicre islevini
altlist edebilir; apoptozis ile imha edilebilir. Dolayisiyla kanserlesecek bir hiicrenin asil

sorunu bu degisikliklerin tlimiinii es glidiimlii bir sekilde ¢aligtirabilmektir.



2.1.2. Kanserin Evrelendirilmesi
2.1.2.1. TNM Evrelemesi

Bir kanserin anatomik derecesini tanimlamaya yonelik evrensel, basit bir sistem

olan TNM smiflandirma sistemi olusturulmustur.

T = Timorin ¢ap ile ilgili bilgi verirken

N = Lenf Nodu metastazini gosterir

M =Metastaz olup olmadigini sdyler.
Bu siniflandirmaya gére TO, T1, T2, T3, T4,NO, N1, N2, N3n MO ve M1 evreleri vardir.
TO= Primer tiimdr saptanamiyorsa
T1= Tiimoriin ¢ap belli bir cm'den kiigiikse (her tiimor i¢in degisik degerler
olabilmekte)
T2= Tiimor ¢ap1 belli bir cm'den biiytikse
T3= Captan bagimsiz olarak yakin komsu organ veya dokulara yayilmissa

T4= Uzak organ ve dokulara yayilmigsa

NO= Bolgesel lenf bezi metastazi olmamasi
N1= Aymn taraftaki lenf bezlerine metastaz
N2= Ayni taraf uzak lenf bezlerine metastaz

N3= Karsi taraf lenf bezlerine metastaz

MO0=Uzak metastaz yok
M1=Uzak metastaz var

Daha sonra timorden timore fark etmek kaydiyla T, N ve M degerine gore
Evrel, 2, 3, 4 diye evrelere ayrilmaktadir. Baz1 tiimérlerde evrelerde kendi iglerinde alt

evrelere ayrilmaktadir. Or: Evre 1a, 1b, Evre2 vs. gibi.

2.1.2.2. Gleason skoru

Kanser dokusunun histolojik incelemesi sonucunda, ayni alanda benign bezler,
prenoeplastik odaklar (PIN) ve farkli derecelerdeki neoplastik odaklar bir arada

gortilebilir. Bu heterojenite ile ilgili olarak, Gleason bugiin iyi bir prognostik indikator



olarak kabul gérmiis olan bir derecelendirme sistemi gelistirmistir (Gleason, 1992;
Sanlioglu, 2005). Bu sistemde glandiiler yap1 degerlendirilir.

Gleason dereceleri 1 ile 5 arasinda degismekte olup, en sik goriilen derece ile
ikinci siklikta goriilen derecenin toplami Gleason skor’unu olusturur (Sekil 2.1).
Gleason skor 2 ile 10 arasinda degismektedir. Birinci derece tiimdrler normale yakin bir
ozellik gosterirken, 5. derecede herhangi bir glandiiler yap1 goriilmemektedir.

Kiigiik ve iyi diferansiye tiimorler (1. ve 2. derece) genelde organa sinirli iken,
biiyiik (4 cm®ten biiyiik) ve kotii diferansiye tiimérler (4. ve 5. derece) genellikle lokal
ileri evre ya da metastatiktirler. Gleason skor 2-4 iyi diferansiye tiimor, Gleason skor 5-
7 orta derecede diferansiye tiimor, Gleason skor 8-10 ise kotii diferansiye tiimori temsil

eder (Mazeron ve ark., 2002; Sanlioglu, 2005).

Sekil 2.1. Gleason derecelendirme sistemi

2.2. Prostat Kanseri
2.2.1. Prostat bezi

Insanda prostat bezi, mesanenin hemen altinda yer alir. Prostat bezinin orta
kismindan idrar bosaltiminda rol alan iiretra gecer. Prostati olusturan hiicrelerin yaptigi

salg1, seminal sivinin bir boliimiinii olusturur.



Sekil 2.2. Prostat bezinin goriintiisii

2.2.2. Prostat kanserinin tanimi ve siniflandirilmasi

Prostat kanseri, prostat bezinde kanser gelismesiyle olusan bir hastaliktir.
Kanser, prostat hiicreleri degisime ugradiginda ve kontrol dis1 cogalmaya basladiginda
olur. Prostat kanserlerinin yaklagik %5-10"unun genetik faktorler tarafindan belirlendigi
iddia edilmistir. Normal prostat hiicrelerinin bozularak agresif, metastatik ve hormonal
refraktor prostat hiicrelerine doniismesinde onkogenler, tiimdr baskilayic1 genler,
apoptoz, bagkalasim, adhezyon, anjiogenez, DNA onarimi, genetik instabilite ve ilag
direncinden sorumlu genlerin de etkisi olmus olabilecegi diisliniilmektedir (Giines ve
ark., 2003).

Prostat kanseri, tiimoriin baskist sonucu sik idrara c¢ikma, hematiiri,
hematospermi ya da postejakiilator agri gibi semptomlarla ortaya ¢ikan bir kanserdir

(Sekil 2.3.). Ileri evrede lenf nodlarina, kemige ya da diger organlara metastaz tipiktir.

uretraya baski
yapan prostat

kanseri uretra

Sekil 2.3. Kanserin iiretraya baskisi



Erkeklerde prostat kanseri, gelismis bolgelerde en fazla teshis edilen kanser tiirii
haline gelirken (643.000 vaka, yeni vakalarin toplaminin %20,2’si), az gelismis
ilkelerde birinci siradaki akciger kanserinin (538.000 vaka, %15,3) oldukca gerisinde,
altinci siradadir (197.000 vaka, %5,6).

2.2.3. Prostat kanserinin risk faktorleri

Yas: Prostat kanserinde yeni tan1 konmus hastalarin %75’inden fazlas1 65 yas
iistiindedir. 85 yasinda, prostat kanseri riski tiim diinyada % 0.5-20 arasinda degisir
(Epstein, 2005; Rosai, 2004; Reiter ve Kernion, 2002). Otopsi ¢aligmalar1 sonuglarina
gore; 30 yasindaki erkeklerin %30’u, 50 yasindaki erkeklerin %50’ si ve 85 yas
tistiindeki erkeklerin biiyiik ¢ogunlugu histolojik (latent) prostat kanserine sahiptir. 50
yasindan kii¢iik erkeklerde prostat kanseri teshisi % 1’in altindadir (Gronberg, 2003).
Cografik ozellikler: Prostat kanseri insidansi etnik popiilasyonlar ve iilkeler arasinda
farklilik gostermektedir. Asya’da, ozellikle Cinlilerde ve Japonlarda diisiik oranda
saptanirken; Kuzey Amerika ve Iskandinav tilkelerinde yiiksek orandadir (Estein, 2004;
Epstein, 2005; Gronberg, 2003).

Irk: Siyah irkta goriilme orani beyazlara gore yaklasik bir buguk kez daha fazladir
(Epstein, 2005; Rosai, 2004).

Heredite ve Genetik: Prostat kanserinin baslangi¢c ve ilerlemesine yol agan spesifik
nedenler heniiz bilinmemesine ragmen, genetik ve g¢evresel faktorlerin bu hastaligin
olusumunda rol oynadigi gosterilmistir. Prostat kanseri gelisme riski, etkilenen
akrabalarin sayist ve onlarin teshis anindaki yasi ile iligkilidir. Birinci derece
akrabalarin birinde mevcutsa risk 2 kat, iki-liciinde mevcutsa risk 5-11 kat artmaktadir.
Prostat kanseri i¢in gii¢lii aile hikayesi olan erkekler, daha erken yasta hastalik
gelistirmeye egilimlidirler (Rosai, 2004; Gronberg, 2003; Reiter ve Kernion, 2002).
Prostat kanserlerinin %10’ unun kaliimsal olduguna inanilmaktadir (Rosai, 2004;
Reiter, 2002). Isve¢ ve ABD’ de yasayan, prostat kanseri acisindan yiiksek riskli 91
ailenin genetik incelemesi, 1. kromozomun uzun kolunda bir major hassasiyet bolgesi
(1924-25) bulundugunu ortaya koymustur. Bu kisilerde prostat kanseri daha erken yasta
goriilmektedir (Epstein, 2005; Reiter ve Kernion 2002).

Hormonal faktorler: Prostat kanserinin gelisimi ve ilerlemesi androjenlerden etkilenir.
Medikal veya cerrahi kastrasyon ile testosteronun kesilmesi sonucu timor geriler
(Epstein, 2005; Rosai, 2004; Grénberg, 2003). Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF-1),
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timor hiicrelerinin proliferasyon, diferansiyasyon ve apoptozunu diizenler. Prostat
kanseri riski, yiiksek plazma IGF-1 diizeyi ile dogru orantilidir ( Gronberg, 2003; Reiter,
2002).

Diyet: Latent veya histolojik prostat kanserinin, klinik kansere dontisiimiinde diyetin rol
oynayabilecegine dair kanitlar mevcuttur (Reiter, 2002). Kirmizi etin fazla tiiketimi
prostat kanseri ile iliskilidir. Soya yiiksek oranda fitoostrojen igerir ve prostat kanseri
riskini azaltir. Domates bazli iirlinlerin sik alimi da prostat kanseri riskini azaltir.
Selenyum tiimor olusumunu; antioksidan etki, immiin sistemin uyarilmasi, apoptozun
indiiklenmesi ve testesteron olusumunu inhibe etmesiyle engeller. Bir c¢alismada
vitamin E (a-tokoferol) alan hasta grubunda, almayanlara gore prostat kanser insidansi

ve mortalitesinde azalma saptanmistir (Epstein, 2005; Gronberg, 2003; Reiter, 2002).
2.2.4. Prostat kanseri semptomlan

Prostat kanserinin ilk asamalarinda genellikle belirtiler gbzlenmez. Hastalar da,
tiretral tikanma ile ilgili prostat kanseri belirtileri goriilebilir. Ancak bu durum iyi huylu
prostat kanseri belirtisi olabilir, cok daha az zararli bir durumdur fakat yasl bireylerde

istenmeyen biiylimeler gozlenir.
2.2.5. Prostat kanserinin teshisi

Prostat kanseri, dijital rektal muayene, transrektal ultrasonografi, prostat asit
fosfataz (PAP) ve prostat spesifik antijen (PSA) kan testleri ile tespit edilebilir.

Dijital rektal muayene: Dijital rektal muayene, prostat kanseri taramalarinda
rutin olarak kullanilan bir tekniktir. Siipheli dijital rektal muayene, serum prostat
spesifik antijen (PSA) diizeyleri ile birlikte degerlendirildiginde taramalarda prostat
kanseri tan1 oranini yiikseltir (Coley ve ark., 1997).

PSA: PSA ilk kez 1971 yilinda seminal plazmada tanimlanmis, 1980 yilinda
serumda Ol¢iilmiis ve son olarak 1994 yilinda prostat kanseri tanimlamasinda kullanim
onayi almistir (Lilja ve ark., 1991).

Prostata 6zgii antijen (PSA) seviyesi tan1 konmasinda olduk¢a 6nemli spesifik
bir markirdir. Kanda bakilan ve prostat bezine 6zgli bir protein olan PSA prostat
kanserinin tamsinda yardimci tetkiklerden biri olmaktadir. Iyi huylu tiimérlerde

genellikle PSA degeri yiiksektir. Bu yiizden Prostat kanseri acisindan kabul edilebilir
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duyarliliga sahip olmasina ragmen 6zgiilliik agisindan yetersizdir (Lilja ve ark., 1991).
Bu yiizden biyopsi yapilmasi biitiin teshislerde gereklidir.

PSA’ nm kullanim alanlar1 prostat kanseri tanima, erken tani, evreleme ve
tedavi sonrasi izlemdir.

PAP: Prostattan salgilanan bir glikoproteindir. Prostat maligniteleri, biopsi, tuse,
kateterizasyon, postoperatif dénem, benign prostat hiperplazisi, prostatit, prostat
enfarkti vb. durumlarda serum prostatik asit fosfataz diizeyi (PAP) artar. Prostat
kanserleri i¢in tarama amacl olarak kullanilamaz. Klinik kullanimi, metastatik prostat
kanserlerinin dogrulanmasi ve derecelendirilmesi ile smirhidir. Ayrica radikal
prostatektomili hastalarda rekiirrens takibi ve tedaviye cevabin izlenmesinde de
yardimcidir.

Transrektal ultrasonografi: Kanser olmayan durumlarda da PSA seviyeleri
yiikselebildigi i¢in  genellikle transrektal ultrasonografi (TRUS) yapilmasi
gerekmektedir. Bu iglem sirasinda prostat goriintiisiinii yansitan, acisiz ses dalgalari
iireten bir alet rektuma yerlestirilir. Yansiyan ses dalgalari, daha sonra bir televizyon
ekraninda prostatin sekli, biiyiikliigii ve i¢ kesimlerinin goriintiisii hakkinda bilgi verir.

Biyopsi: Biyopsi rektumdan prostat bezi i¢ine uzatilan 6zel igneler yardimiyla

alinir. Biyopsi prostat kanserini kesin olarak teshis etmenin tek yoludur.

2.2.6. Prostat kanseri tedavisi

Tedavi; tiimoriin tipine, yayllma durumuna, kisinin yasina ve saglik durumuna
ve tedavide olusabilecek yan etkilerde hastanin moraline baghdir. Tedavi secenekleri;
radyasyon, kemoterapi ve hormon tedavisidir. Yayilmamis kanser; genellikle radyasyon
veya prostat bezinin cerrahi olarak ortadan kaldirarak tedavi edilmektedir. Cerrahi
tekniklerde ki gelismeler artik hastalarin ¢ogunda normal cinsel fonksiyonunu

stirdiirmeye izin vermektedir.
2.2.7. Prostat kanserinin tedavisinde kullanilan mevcut yaklasimlar

Prostat kanserinde tanida belirlenen histolojik derecelere gore hastalar farkli
stratejiler ile tedavi edilmektedir. Hastaligin organa sinirli olarak seyrettigi erken
evrelerde, tedavide genellikle operasyon ve/veya radyasyon tedavisi uygulanir (Klotz ve
ark., 2000; Do ve ark., 2002; Sanlioglu, 2005). Tiimoriin artik prostat bezi ile sinirl

olmadigi, ancak metastaza dair belirtiye rastlanilmayan asama, lokal ileri evre olarak
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tanimlanir. Lokal ileri evre hastaligin tedavisinde amag, metastazi ve doku invazyonu
riskini diisirmektir. Bu evrede, tedavide genellikle radyoterapi ve hormon tedavisinin
birlikte kullanildig1 yaklasimlardan yararlanilir. Ancak, hastalik erken evrede teshis
edilemediginde ya da agresif formlarda, seminal vesikiillerin lokal invazyonu ile
karakterize olan ileri evrelere gegis ve cogunlukla kemige olmak ilizere metastaz
gerceklesir. Metastatik hastaligin  tedavisinde amag, hastanin yagam siiresini
uzatabilmek ve metastazin kemik agrisi gibi baslica semptomlarini 6nleyerek ya da
kontrol altina alarak hastanin yasam kalitesini artirmaktir. Bu evrede hastalara
genellikle hormon tedavisi uygulanir (Anonim).

Androjen sentezini bloke edici ajanlarla muamele, hastaligin gelisimini bir siire
geriletse de, bu tliimorlerin hemen hemen hepsinde androjen yoklugunda timor
progresyonu devam eder (Smith ve ark., 2002; Klotz ve ark., 2000; Sanlioglu, 2005). Bu
asamada hastaligin progresyonunu yavaglatmak amaciyla sitotoksik kemoterapi veya
glukokortikoidlerle birlikte uygulanan radyoterapiden yararlanilir. Prostat kanserinin
tedavisinde siklikla yararlanilan radyoterapi (Wang ve Li, 2003) ve kemoterapi (Stein
ve ark., 2001) kanser hiicrelerini apoptozis yoluyla 6liime gotiirme prensibi ile galigir.
Bu tedavi metotlarinin apoptotik etkinligi, pS3 tiimor baskilayici proteininin varligini
gerektirir (Levine, 1997). Ancak diger birgok tiimorde oldugu gibi, ileri evre prostat
kanserlerinde de, p53 geninde ilgili proteinin fonksiyonunu inhibe edici mutasyonlar
bildirilmistir (Abate-Shen ve Shen, 2000; Zeimet ve ark., 2000; Horowitz, 1999). Sonug
olarak, fonksiyonel bir p53 genine sahip olmayan tiimérler, hem kemoterapiye hem de
radyoterapiye direnglilik gosterir (Obata ve ark., 2000; Sanlioglu, 2005).

2.2.8. Prostat kanserinin evrelendirilmesi

2.2.8.1. Prostat kanserinde TNM evrelemesi ve gleason skoru

Prostat kanserinde, lokal tiimor biiylimesi, T1 ile T4 arasinda dort evrede
tanimlanir. T1 evresinde tiimor dijital rektal muayene veya ultrasonla tespit edilemez,
ancak transiiretral rezeksiyon veya PSA testi sonrasi biyopsi ile tanimlanabilir. T4,
tiimoriin komsu organlari tuttugu ileri evresini temsil eder. Nodal evreler (N0-N1) ve
metastatik evreler (M0-M1C), hastaligin sirasiyla lenf nodlarna ve uzak bdolgelere

Klinik yayilimini (metastaz) tanimlar (Anonim).



Cizelge 2.1. Prostat kanserinin TNM evrelemesi ve gleason skoru

TX: Primer tiimdr degerlendirilemiyor.

TO: Primer tiimor bulgusu yok.

T1: Klinik olarak goriilebilen veya palpe edilebilen tiimor yok.

T1a: Tiimor incelenen dokunun %35 veya daha azinda, insidental olarak tespit edilir.

T1b: Tiimor incelenen dokunun %5’ inden fazlasinda insidental olarak tespit edilir.

T1c: Timdr igne biyopsisi ile tespit edilir .(Yiikselmis PSA nedeniyle)

T2: Timor prostat icinde sinirhdir.

T?2a: Bir lobun yaris1 veya daha azini tutmustur.

T2b: Bir lobun yarisindan daha fazlasini tutmustur.

T2c: Her iki lobu tutmustur.

T3: Tumor prostatik kapsiil digina yayilmistir.

T3a: Ekstrakapsiiler yayilim vardir. (unilateral veya bilateral)

T3b: Seminal vezikiil yayilimi vardir.

T4: Tumor seminal vezikiilden baska diger komsu organlara; mesane boynu, eksternal

sfinkter, rektum, levator kaslar ve / veya pelvik duvara invaze veya fiske olmustur.

pT2: Organa smirhidir.

pTZ2a: Unilateral, bir lobun yaris1 veya daha azin tutar.

pT2b: Unilateral, bir yarisindan fazlasini tutar.

pT2c: Bilateral hastalik vardir.

pT3: Ekstraprostatik yayilim vardir.

pT3a: Ekstraprostatik yayilim vardir.

pT3b: Seminal vezikiil invazyonu vardir.

pT4: Mesane, rektum invazyonu vardir.

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

mikroskopik hastalik ile gosterilmelidir.

Nx: Bolgesel lenf nodu tutulumu degerlendirilemiyor.

NO: Lenf nodu metastazi yoktur.

N1: Lenf nodu metastaz1 vardir.

pNx: Bolgesel lenf nodlar1 6rneklenmemistir.




PNO: Pozitif bolgesel lenf nodu yoktur.

pN1: Lenf nodlarina metastaz vardir.

Mx: Uzak metastaz degerlendirilemiyor

MO: Uzak metastaz yoktur.

M1: Uzak metastaz vardir.

M1a: Bolgesel olmayan lenf nodlarina metastaz vardir.

M1b: Kemik metastazi1 vardir.

M1c: Diger alanlar, beraberinde kemik hastalig1 olur veya olmaz.

Gx: Grade degerlendirilemiyor

G1: lyi diferansiye (Gleason 2—4)

G2: Orta derecede diferansiye (Gleason 5-6)

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

2.2.9. Prostat kanserinin gelisiminde molekiiler mekanizmalar

Prostat kanserinin ortaya ¢ikisindan ve ilerlemesinden sorumlu mekanizmalar
tamamen agia cikarilamamistir, ancak timor ilerlemesinde birgok degisik faktoriin
(sinyal iletim yollarinda, anjiogenez ve adhezyon molekiillerinde degisiklikler gibi)
onemli rol oynadig diistiniilmektedir (Sanlioglu, 2005) (Sekil 2.4.).

Prostat epitel hiicrelerinin normal durumdan malign duruma ilerlemesi,
protoonkogenlerin aktivasyonuna ek olarak tiimor baskilayict genlerin kaybi ile
sonuglanan birtakim mutasyon ve delesyonlarin kombinasyonuyla meydana
gelmektedir. Hiicre iginde sinyal ileten yolaklarin birgogunun prostat kanserinin ortaya
¢ikisinda 6nemli rol oynadigi bulunmustur.

Prostat kanserinde 6nemli rol oynayan molekiiler sinyal ileten yolaklar, androjen
reseptorli (AR), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii (VEGFR), endotelin A
reseptori (ETaR), fosfotidilinozitol-3-OH kinaz (PI3K), epidermal biiyiime faktorii
reseptorii (EGFR) ve insiilin bliyiime faktorii 1 reseptorii (IGF1 R)’diir.

Ozellikle PI3K/Akt yolag: prostat kanserinin gelisimi ve ilerlemesinde onemli
bir role sahiptir. Bu yolak siklikla prostat kanser hiicrelerinde tiimér baskilayict protein

olan PTEN ekspresyonunun azalmasi araciligiyla aktive olur.



normal epitel > prostatik intraepitel invaziv metastaz
neoplazi (PIN) P Karsinoma A
bazal hicrelerin kayb: bazal lamina kayb: androjen bagimsizh
8p21 kayb1 10q kayb1 13q kayb1 17p kaybi
NKX3.1 PTEN Rb p53

Sekil 2.4. insanda prostat kanseri gelisim basamaklari. Gelisim asamalari, spesifik kromozom
bolgelerinin ve aday tiimor baskilayici genlerin kaybi ile gergeklesir (Abate-Shen, 2000)

2.3. Onkogenler

1911 yilinda Peyton Rous isimli bilim adami, tiimor tipi bilinen civcivden
saglikli civcive aktarildiginda benzer tiimoriin gelisimine neden olan bir etkeni
aciklamistir (Ekmekgi ve ark., 1991; Eischen ve ark., 1999). Daha sonraki ¢aligmalar bu
etkenin bir retrovirus oldugunu ve v-src olarak adlandirilan bu genin tiimére 6zgii
oldugu ve tiimoériin olusumundan sorumlu oldugunu gostermistir (Eischen ve ark.,
1999). Retroviriislerde bulunan ve normal hiicreleri kanser hiicrelerine doniistiirme
yetenegine sahip olan bu genler “onkogen” olarak adlandirilmistir (Ekmekgi ve Erbas,
1991). Onkogenler kontroliinii kaybetmis proteinleri kodlayan genler olarak
tanimlanmaktadir. Onkogenlerinin kokenini olusturan genler ise protoonkogen olarak
adlandirilir ve normal hiicrelerde hiicrenin biiylimesi, farklilasmasi icin gerekli olan
genlerdir.

Protoonkogen ad1 verilen normal genler, ¢esitli faktorlerle aktive olarak anormal
protein sentezine veya asirt protein yapimina sebep olmaktadir. Protoonkogenlerin
irtinleri blyilime faktorleri (EGF, IGF gibi), biiyiime faktorii reseptorleri, sinyal
ileticiler, transkripsiyon faktorleri gibi gorevlerde yer alirlar. Her bir protoonkogen,
hiicre dongiisii siiresince veya belli bir dokunun gelisiminin ¢ok 6zel bir doneminde
farkl olarak ifade edilen protein iirlinlerini yaparlar.

Normal hiicre biiylimesi ve farklilagmasinda gorev alan protoonkogenlerin,
onkogenlere doniisiimii ile kanser ortaya c¢ikabilir. Protoonkogenlerin ifadesini ve
yapisini degistirerek aktiflestiren, protoonkogenleri onkogene doniistiiren birtakim

mutasyonlar vardir.
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Onkogenler, dogal veya deneysel sartlar altinda normal hiicreleri kanser
hiicresine doniistiirebilme 06zelligine sahiptirler. Onkogenler dominant etkilidir.
Protoonkogen alellerden birinin mutasyonu, hiicre dongiisii i¢cin 6nemli gereklilige sahip
islevsel bir sinyal molekiilii veya anti-apoptotik bir islev kazanmasi i¢in yeterlidir.
Bugiine kadar yapilan calismalarda en az 100 kadar onkogen tespit edilmistir. Insan
kanserlerinde en sik bozulmaya ugrayan onkogen RAS ve HER2/neu onkogenidir
(Wagener, 2012; Weissleder ve Pittet, 2008 ).

Cizelge 2.2. Baz1 onkogenler ve ilgili kanser tipleri

PDGF: Plateletten tiiremis biiytiime faktoriinii kodlar. Glioblastoma (bir beyin kanseri)
ile ilgilidir.

EGFR: Epidermal biiylime faktorii reseptoriinii kodlar. Glioblastoma (bir beyin

kanseri) ve meme kanseriyle ilgilidir.

HER-2 (ERBB2): Bir biiylime faktoriini kodlar. Meme, tiikiiriik bezi ve over

kanserleriyle ilgilidir.

RET: Bir biiyiime faktoriinii kodlar. Tiroid kanseri ile ilgilidir.

KRAS:Akciger over kolon ve pankreatik kanserleriyle ilgilidir.

NRAS: Losemiler ile ilgilidir.

MY C1: Losemi, meme, mide ve akciger kanserleriyle ilgilidir.

NMY C: Noroblastoma (bir sinir hiicresi kanseri) ve glioblastoma ile ilgilidir.

LMYC: Akciger kanseriyle ilgilidir.

BCL2: Normalde hiicre intiharin1 bloke eden bir proteini kodlar. Folikiiler B hiicresi

lenfomasi ile ilgilidir.

CCND1 veya PRADLI: Hiicre ¢evrimi saatinin uyarict bir bileseni olan siklin D1

kodlar. Meme kafa ve boyun kanserleriyle ilgilidir.

CTNBL1: Beta-katenin kodlar. Karaciger kanserleriyle ilgilidir.

MDM2: p53 tiimor baskilayici proteinin bir antagonistini kodlar. Sarkomalar (bag

dokusu kanserleri) ve diger kanserlerle ilgilidir.

2.4. Tiumor Baskilayic1 Genler

Timor baskilayict genler hiicre biiyiimesini kontrol eden genlerdir. Bu genler
onkogenleri dengeleyen ve hiicrenin asir1 ¢ogalmasini engelleyen fizyolojik olarak

bulunan gen gruplaridir. Timdr baskilayici genler ilk kez tiimor hiicresinin tek sarmal
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DNA’siyla normal hiicrenin tek sarmal DNA’smin birlestirme (hibridizasyon)
caligmalarinda tanimlanmigtir. Bu genlerin {iriinleri, hiicre dongiisiiniin negatif
diizenleyicisi olarak ig géren anahtar proteinlerdir. Tiimor baskilayici genlerde meydana
gelen mutasyonlar kanser olusumunda en 6nemli basamaklardan biridir (Giil, 2008).

Bu genler arasinda p53, RB1, pl6, p21, PTEN ve ING ailesi gibi genler
sayilabilir. Timoér baskilayict genlerden en 0nemli olan ve lizerinde en ¢ok caligilan
timor baskilayict genler p53 ve Rb'dir. P53 geni genomun koruyucusudur; genotoksik
strese karst onemli bir rol oynar ve eksikligi kanserde 6nemli bir adimdir. P53 geni
simdiye kadar bilinen en iinlii timor baskilayict gendir ve biitiin kanser tiplerinin
yaklagik %50’sinde inaktive edici mutasyon gosterdigi bilinmektedir.

Tiimorlerin biiyiik cogunlugunda; P53 mutasyonu, P53 fonksiyonun inhibisyonu
veya P53 yolunda bir bozulma oldugu tahmin edilmektedir.

Kesfedilen ilk tiimor baskilayici gen ise: RB1 genidir. Onkojenik uyarimin
transformasyona karst normal hiicrelerde, birgcok yolu harekete gecirdigi
diistiniilmektedir ( Wagener, 2012; Weissleder ve Pittet, 2008; Giil, 2008).

Cizelge 2.3. Baz1 timor baskilayici genler ve ilgili kanser tipleri

APC: Kolon ve mide kanserleriyle ilgilidir.

DPC4: Hiicre boliinmesini inhibe eden bir sinyal yolunda bulunan bir aktarma

molekiiliinii kodlar. Pankreatik kanserle ilgilidir.

NF-1: Bir uyaricit (Ras) proteini inhibe eden bir proteini kodlar. Norofibroma ve

feokromositoma (periferal sinir sistemi kanserleri) ve myeloid ile ilgilidir.

NF-2: Meningioma ve ependimoma (beyin kanserleri) ve schwannoma (periferal

sinirler etrafindaki sargiy1 etkileyen) ile ilgilidir.

CDKN2A/MTSL1: Hiicre ¢evrimi saatinin bir fren bileseni olan p16 proteinini kodlar.
Cok cesitli kanserlerle ilgilidir.

RB1: Hiicre ¢evriminin ana freni olan pRB proteinini kodlar. Retinoblastoma ve

kemik mesane kii¢iik hiicreli akciger ve meme kanserleriyle ilgilidir.

TP53: Hiicre bolinmesini durdurabilen ve anormal hicreleri kendi kendilerini

oldiirmeye zorlayan p53 proteinini kodlar. Cok c¢esitli kanserlerle ilgilidir.

WT1: Karacigerde Wilms tiimoriiyle ilgilidir.

BRCAL: Meme ve over kanserleriyle ilgilidir.

BRCAZ2: Meme kanseriyle ilgilidir.
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VHL: Renal hiicre kanseriyle ilgilidir.

Tiimor baskilayic1 genler hiicre ¢ekirdeginde ve c¢ekirdek disi olanlar olmak

iizere siniflandirilirlar. Buna gore;
2.5. Hiicre Cekirdegi Disinda Etkili Olan Tiimor Baskilayic1 Genler

Hiicre biiyiime ve davranigsimi diizenleyen hiicre ylizeyinden salinan gesitli tipte
molekiiller vardir. En 6nemlileri TGF beta, Kadherin ve DCC geni sayilabilir. TGF
beta; biiylimeyi baskilayici faktordiir. Kadherin hiicresel yapigmay: saglar. DCC geni
ise hiicre-hiicre ve hiicre-matriks iligkisini saglar. Cevreden aldigi uyar ile hiicre
biiylime ve farklilagsmasini diizenler (Giil, 2008).

TGF beta biiyiimeyi baskilayan genlerin transkripsiyonunu diizenler. Bunu siklin
ve siklin bagiml kinaz baskilayicilart ile yapar ve hiicre dongiisii engellenir. TGF
beta’da mutasyon pek ¢ok tiimorde goriiliir ( Lecanda ve ark., 2007; Giil, 2008).

Tiimor baskilayici genlerin bir diger etkili oldugu yol biiylime sinyalini
azaltmaktir. Norofibromin 1 (NF1) geni ile Adenomatoz polipozis geni (APC) bu yol ile
calismaktadir. NF1°de ve APC’de germ ¢izgi mutasyonu selim tiimorlerle ve karsinom
oncii lezyonlar ile iligkilidir. APC geni ile dogan bir kiside bir mutant allel vardir.
Yasam sirasinda yiizlerce polip gelisir. Malignite gelismez, ancak tiimor gelisimi i¢in
iki kopyanin da kaybi gerekir. Adenomdan kanser gelisimi ek mutasyonlarla
miimkiindiir. APC geni sitoplazmada yer alir ve diger proteinlerle iliskidedir (beta
katenin vb), niikleusa girip transkripsiyon faktorlerini etkileyebilir. APC’nin gorevi,
katenini yikmak ve sitoplazmada az bulunmasini saglamaktir. APC aktivasyon kaybi
katenin seviyesini artirir ve hiicresel ¢ogalma olur. Katenin mutasyonu da olabilir.
Mutant katenin APC’nin yikici etkisine direng¢ géstermektedir (Giil, 2008).

NF1 geni de APC gibi davranmaktadir. Bir mutant allel geni olan vakalarda
sayisiz ndrofibrom gelisir. iki allel gende kayip olmasi veya ek mutasyonlarla malign
tiimor olabilir. NF1 geni uyar1 iletimini protoonkogenlerden ras ile yapar. NF1, GTPaz’1
aktive ederek aktif ras’1 aktif olmayan ras’a ¢evirir. NF1 kayb1 olunca, ras aktif kalir ve

stirekli sinyal iletilir (During ve ark., 2007; Giil, 2008).
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2.5.1. PTEN

PTEN geni, bir¢ok insan timor tipinde heterozigosite kaybi siklig1 ile karakterli
bir genomik bolge olan 10923.3 kromozomal bandi iizerinde lokalize, 403 aminoasit
iceren, yaklasik 47 kDa agirliginda, tirozin fosfataz ve tensin homologu olan, hiicre
cekirdegi disinda yer alan tiimor baskilayici bir gendir (Sekil 2.5). Tirozin fosfatazlar
lizerinde aragtirma yapilirken tesadiifen saptanmistir (Li ve ark., 1997; Ali ve ark.,
1999).
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Sekil 2.5. PTEN genin 10. kromozomdaki yeri

PTEN ismini; protein tirozin fosfotaz olmasindan ve tensin homologu
olmasindan alir (Ali ve ark., 1999). PTEN' in timor baskilayici gen olarak
diistiniilmesinin ilk nedeni fosfoproteinleri veya fosfolipidleri defosforile etmesi ve
PIP3'e kars1 negatif etki gostermesidir (Pourmand ve ark., 2007).

PTEN' in tiimor baskilayici gen olarak kabul edilmesinde 3 kanit tespit
edilmistir.

1. PTEN deki germline mutasyonlar; otozomal dominant homortom ve siklikla
kanser Oncesi sendromlarin (Cowden ve Bannayan Zonana sendromu) goriilmesinde
iliskilidir.

2. PTEN geni homozigot sekilde sporadik insan kanserlerinde inaktive
durumdadir.

3. PTEN ziyadesiyle korunmus bir proteindir (Ali ve ark., 1999).

PTEN' in degisen fonksiyonlarindan en iyi bilineni fosfotidilinozitol 3,4,5
trifosfat1 fosfotidilinozitol 4,5 bifosfata defosforlama yetenegidir ki fosfotidilinozitol
3,4,5 trifosfat fosfotidilinozitol 3-kinaz (PI3K) tarafindan fosforile edilir. Yani PTEN
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PI3K etkisine kars1 ¢aligarak hiicrenin biiylimesi, ¢ogalmasi, yagsami1 ve embriyolojik

gocii gibi ¢ok sayida hiicresel fonksiyonlar1 denetlemektedir (Ghosh, 2011).
2.5.1.1. P13 kinaz/Akt sinyal iletim yolu

Fosfotidil inositol-3 kinaz (PI-3K) ailesi biiylime ve yasama sinyallerinin
iletiminden sorumlu proteinlerdir. Mitojenik ligantlara yanit olarak reseptdr tirozin
kinaz (RTK); fosfotidil inositol 3 kinaz'1 (PI3K) aktive eder. PI3K'lar PIP2
(fosfatidilinositol (4,5) bifosfat1) fosforilleyerek PIP3'e (fosfatidil inositil 3, 4, 5
trifosfat) doniistiiriir. Olusturulan PIP3'ler ise membrana bagli demirleme bdlgeleri
seklinde protein kinazlar1 kiigiik GTPaz diizenleyicileri ve iskelet proteinlerini
etkilemektedir (Chang ve ark., 2003; Nicholson ve Anderson 2002; Sekulic ve ark.,
2000; Vara ve ark.,2004; Engelman, 2009; Yuan ve Cantley, 2008; Kus, 2010).

Fosfotidil inositol-3 kinazlar yapisina, baglanma sekline, aktivasyonu ve
substratina gore PI3KI, PI3KII ve PI3KIII olmak iizere 3 gruba ayrilir. 1A sinifi
enzimleri en iyi nitelendirilmis PI3K grubudur. Siif IA grubu PI3K lar iki alt iiniteden
olusmaktadir (Geering ve ark., 2007; Kus, 2010).

2.5.1.2. Akt yolu

Ekstraseliiler sinyal RTK (reseptor tirozin kinaz)’ nin aktive olmasini saglar,
inaktif PI3K SH2 domainleri ile RTK nin fosforillenmis tirozinlerine baglanarak aktive
olur. Aktif PI3K katalitik {niteleri p110 ile PIP2 yi PIP3 e doniistiiriirler. Hiicre
membraninin sitosolik kisminda PIP3 artisiyla Akt ve PDK1 proteinleri yapilarindaki
PH domainleriyle PIP3 e baglanirlar. Boylece Akt ve PDK1 hiicre membranina tutulur.
PDK1 Akt yi fosforilleyerek aktive eder (Sartelet ve ark., 2008; Franke, 2008; Ihle ve
Powis, 2009; Mannig ve Cantley, 2007; McCormick, 1999; Kus, 2010).

Sitokinler ve biiyiime faktorleri Akt ve PI3K yolunu aktive ederek hiicreler igin
yasama sinyalleri olustururlar (Kus, 2010).

Protein kinaz B uyarist1 hiicre icinde c¢esitli proteinlerin aktivitelerini
etkilemektedir. Bunlardan biri, mammalian target of rapamycin (mTOR) proteinidir.
Kinaz aktivitesine sahip olan bu proteinin rapamisin tarafindan inhibe oldugu
gosterilmektedir (Vogt, 2001; Dogan ve Gii¢ , 2004; Kus, 2010).

Tiimérlerin olusumunda PTEN fonksiyonun énemli kaybinda; Akt, (bu yolakta
PI3K nin en iyi bilinen etkileyicisidir) kolayca fosforile edilebilir (Ghosh, 2011).
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Sekil 2.6. PI3K/Akt yolagi

PTEN, PI3K/Akt yolagini inhibe ederek negatif diizenleyici rol oynamasimin
yant sira VEGFR, IGFR1 gibi baz1 reseptorler de, bu yolagi aktive edebilir.

EGR1 (early growth response gene 1) transkripsiyon faktori PTEN
promotoriindeki EGR1 baglayici dizilere direk olarak baglidir ve UV, y-1s1nlar1 ve diger
stres uyaricilarina cevaptaki PTEN mRNA'sinin regiilasyonun artmasi icin gereklidir
(Virolle ve ark., 2001).

PTEN transkripsiyonu p53 tarafindan da uyarilabilir bunu EGR1 baglayict
bolgeye yakin promotorde ki bolgeye baglanarak gerceklestirir.

EGR1 ve P53 hiicre ¢ogalmasinin kontroliinde biiylik bir fonksiyona sahip
olmakla birlikte ¢ogalan hiicrelerin baskilanmasini da saglarlar (De Belle ve ark., 1999).
P53 ekspresyonu tiimor baskilanmasi ve apoptozla baglantili olmasina karsin EGR1,
hiicre biiylimesinde ve apoptozun diizenlenmesinde ¢ift fonksiyonu vardir (Huang ve
ark. 1998; Krones-Herzig ve ark., 2005). EGR1 1s1n tedavisi veya IGF1 e kars1 cevapta;
PTEN transkripsiyonu i¢in énemlidir. EGR1 in bu aktivitesi ARF ve EGR1 iliskisi ile
saglanir. EGR1'in veya ARF'nin kaybi kanser hiicrelerinde azaltilmis PTEN gen
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ekspresyonuna yol agmasi beklenir. Aslinda; HT1080 insan fibrosarkoma ve bir¢ok
glial ve meme tiimorlerinde oldugu gibi EGR1 siklikla baskilanir veya kaybolur (Liu ve
ark., 1999).

PTEN geni; mutasyonlar, silinmeler veya epigenetik mekanizmalar tarafindan
zarar gorebilir (Priulla ve ark., 2007) ve PTEN protein kararlilig1 veya fonksiyonu diger
mekanizmalar tarafindan azaltilabilir (Mirmohamadsadegh ve ark., 2006). Ancak bir¢ok
kanser tiirinde PTEN geni bozulmamistir ama transkipsiyonu sessiz goriiniir. PTEN
hiicre tipine bagl olarak sadece 2-4 saatlik bir yarilanma omri ile hizla bozulan bir
proteindir ve kanser hiicrelerindeki PTEN de bulunan genetik degisimlerin ¢ogu bu hizli
bozulma ile daha da hizlanmaktadir (Davies ve ark., 1999).

PTEN geni hastalarin germline hiicrelerinde, spesifik kanserlerde mutasyona
ugramakla birlikte nadir olarak otozomal dominant kanser sendromlarinda da
mutasyona ugradigi gozlenmistir.

PTEN deki germline ve somatik mutasyonlar ¢ogunlukla; protein kodlayan
bolgede, fosfotaz domin bolgede ve poly(A)s genis bolgesinde goriilmektedir. PTEN
geninde bulunan germline degisiklikler karsilastirildiginda; tiimorlerde cergeve kayma
mutasyonlarinin 6nemli dlgiide arttig1 gozlenmistir (Ali ve ark., 1999).

Germline hiicrelerinde bulunan PTEN degisikliklerine kiyasla, somatik
hiicrelerdeki mutasyonlarin 6nemli derecede arttigi bulunmustur. Doku tipine bagl
olarak PTEN genin islevinde, kanserin baslangicinda veya gelisiminde degisiklikler
olabilmektedir (Ali ve ark., 1999).

Normal kdk hiicrelerin yenilenmesini diizenleyen Wnt, Notch ve Hedgehog gibi
yolaklarin yani sira, PTEN ve p53 gibi tiimor baskilayic1 genlerin de kanser kok
hiicrelerinin yenilenmesinde diizenleyici rol aldig1 bulunmustur (Ulukaya, 2012).

Wnt yolagi; hiicre ¢ogalmasi, farklilasma ve hareketi ile gelisme ve morfogenez
icin hiicrenin kullandig1 en 6nemli yolaklardan biridir. Yeni ortaya ¢ikan konsensusa
gore NOTCH yolaginda hem bozulma hem de asir1 aktivite kanser gelisimini tesvik
etmektedir. Hedgehog sinyal yolaginda ise, yasamin erken asamalarinda diizgiin
biliylime ve gelismeyi diizenlemede 6nemli rol oynamaktadir ve ardindan, yetiskinlerde
daha az etkin hale gelmektedir. Bununla birlikte, Hedgehog sinyalini yeniden reaktive
eden yoldaki mutasyonlar, kanserin birkac farkli tipinde goériilmektedir (Anonim). Wnt
sinyal yolagi, kok hiicrenin kendini yenilemesinde anahtar faktordiir. Notch ve
hedgehog sinyal yolaklar1 da hematopoetik kok hiicrenin kendisini yenilemesi i¢in

diizenleyici rol oynamaktadir (Inan ve Ozbilgin, 2008).
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PIBK/Akt yolagi prostat Kkarsinogenezinde Onemli hiicresel olaylari
diizenlemektedir. Prostat kanserinde bu yolagin aktivasyonunun daha ileri evre, daha
kotli prognoz ve daha yliksek gleason skoru ile iligkili oldugu gosterilmistir. Ayrica
fosforillenmis Akt’mn immiin boyama ile prostat kanser dokusunda fazla saptanmasi
biyokimyasal niiksii tahmin ettirebilecegi de belirlenmistir. Bu yolak VEGFR ve IGFR-
1 tarafindan da aktive edilebilmektedir. Ayrica AR ve bu yolak arasinda da etkilesim
vardir. PI3K ve Akt’1 inhibe eden kii¢iik molekiil agirlikli ajanlar (wortmannin,
LY24002) invitro ¢alismalarda prostat kanser hiicrelerinde antitiiméral etkiye sahiptir.
Bu ajanlarla ilgili calismalar devam etmektedir (Demirkazik ve Ozal, 2010).

Adenokarsinoma bezsel dokularda ortaya ¢ikan tlimor tiiriine verilen isimdir. Bir
delesyon oldugu zaman, PTEN kaybi; prostat adenokarsinomasi olarak histolojik
calisilarak siniflandirilir. Cogu prostat bezinin histolojik calisildiginda; benign veya
malign olarak siniflandirilmasimnin tam tersine, orneklerin sinyal kaybi; kontrol
problarim1 kullanmak icin teknik altyapi seviyesinin iistiinde oldugu ve hiicre sayimi
gosterilemedigi icin delesyonsuz olarak siiflandirilir.

PTEN gen kaybi 3 alt gruba ayirabilmektedir; 2 kopyanin anlami delesyonsuz, 1
kopyanin anlami delesyonlu (heterozigot) ve sifir kopyanin anlami delesyonlu
(homozigot) demektir. ilerlemis prostat kanserlerin ve metastatik tiimorlerin her iki
kopyasi da PTEN geni islevini siklikla kaybetmistir ve siklikla siniflar homozigot
delesyonlar olarak gozlenir (Yoshimito ve ark., 2007; Sircar ve ark., 2009). Homozigot
PTEN delesyonlar1 hastalarin erken evrelerinde goriiliir ve metastazin yiiksek
olasiligidir. Yakin bir dizi genlerin genomik kararsizligi ile PTEN ekspresyonunda
azalma meydana gelmekte buna bagimli olarak, PI3K/Akt yolag1 aktif hale gegerek
hiicre gogalmasi kontrolsiiz bir sekilde artmaktadir bunun sonucunda ise prostat kanseri

oldukga hizli gelismektedir (Sircar ve ark., 2009; Bismar ve Trpkov, 2010).
2.6. Mutasyon

DNA diziliminde mutasyon adi verilen kii¢iik degisiklikler meydana gelebilir.
Bu degisiklikler tek bir baz degisikligi olabilir ve bu durumda bir kodonu tanimlayan 3
bazdan biri degismis olur ve bir proteine farkli bir proteinin eklenmesine yol agar.

Bazi durumlarda, DNA diziliminde mutasyon, s6z konusu proteinin aktivitesini
dramatik bir bi¢cimde degistirmek igin yeterlidir. Baska DNA mutasyonlari ise, ¢ok
sayida bazi1 etkileyebilir ve genomdan birka¢ gen igeren bir DNA pargasi kopar; ya da
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bu DNA pargasi genomda bagka bir yere yerleserek bitisik olmayan DNA pargalarinin
birlesmesiyle olusan yeni genler olusarak yeni, anormal proteinlerin sentezine yol agar.
Biiytikliikkleri ne olursa olsun, boylesi degisiklikler “genetik degisimler” ya da
“mutasyonlar” olarak adlandirilir. Bu degisiklikler kanserli hiicrelerin DNA diziliminin

saptanmastyla belirlenebilir.
2.6.1. Mutasyon cesitleri

Mutasyon ¢esitlerini;
Kromozom yapisinin degismesi
Kromozom sayisinin degismesi

Nokta mutasyonlar1 olarak 3'e ayirabiliriz (Anonim).
2.6.1.1. Nokta mutasyon

Insan genomunda en sik goriilen mutasyon, tek niikleotid degisimleridir. Bir
piirinin diger bir piirin ile ya da, bir pirimidinin diger bir pirimidin ile yer degistirmesi
transisyon (karsilikli gegis, A«>G ya da T«<>C ), bir piirinin pirimidinle (ya da tam tersi)
yer degistirmesi transversiyon (caprazlama gegis, G—>C ya da AT ) olarak
adlandirilir. Bu degisim, belli bir aminoasidi kodlayan kodon da yanlis okumaya yani
farkli aminoasit olusumuna neden olursa “missense mutasyon” olarak adlandirilir
(Bozkaya, 2008).

Nokta mutasyonlarin biiylik bir bolimii spontan olarak ortaya ¢ikar ve
cogunlukla nedeni pek izah edilemez, fakat mutajenik kimyasal maddeler ve iyonize
radyasyon gibi belirli bazi faktorlerin spontan mutasyon oranini artirabilecegi de
bilinmektedir. Bu tiir spontan mutasyonlar: artirict ajanlarin bulunmadigr durumlardaki
mutasyon orani, replike olan her 10° ve 10 baz ciftinde bir baz ¢iftinin yer degistirmesi
kadardir (Basaran, 1999).

2.7. Mutasyon tarama yontemleri

Mutasyon taramasi i¢in kullanilacak metodun se¢iminde, g6z oniine alinabilecek
bagslica kriterler sunlardir; hangi tip biyolojik materyalin kullanilacagi, hangi tip niikleik
asitin analiz edilecegi, saptanacak mutasyonun daha Onceden bilinip bilinmedigi,

saptanacak potansiyel mutasyonlarin ne kadar fazla oldugu, kullanilacak metodun ne
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kadar giivenilir oldugu ve ne dlciide standardize edilebilecegi, testin nasil uygulanacag,
rutin tan1 i¢in uygun olup olmadigi, testin maliyeti ve kalite degerlendirmesidir

Kiiciik delesyonlar, insersiyonlar ve nokta mutasyonlar1i ic¢in tek zincir
konformasyon polimorfizm analizi (SSCP) (Orita ve ark., 1989), heterodubleks analizi
(HA) (White ve ark., 1992), denatiire edici jel elektroforezi (DGGE) (Lerman ve
Silverstein, 1987), restriksiyon parga uzunluk polimorfizmi (RFLP), allel spesifik
amplifikasyon (ASA) (Ozgiil, 1998) ve DNA dizi analizi gibi cesitli mutasyon tarama
teknikleri tanimlanmuastir.

Kalitsal hastaliklarin prenatal ya da postnatal tanisi, veya popiilasyonda tastyici
taramasi1 yapilarak hastaliklarin oniine gegilmesi, aileye ve bireye verilen hem maddi,
manevi hasarin  Onlenmesinde hem de topluluklar icin gen frekanslarinin
belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Taniy1 kolaylastirmak i¢in bugiine kadar, pek
cok mutasyon tarama yoOntemi gelistirilmistir. Bu yoOntemler; silire, pratik

uygulanabilirlik, maliyet gibi 6zellikleri goz oniinde tutularak kullanilir (Nal, 2000).
2.7.1. Tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP)

Tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP) analizi, bilinmeyen
mutasyonlarin saptanmasi i¢in kullanilan polimeraz zincir reaksiyonuna (PZR) bagl bir
mutasyon tarama yontemidir.

Bu yontem nokta mutasyonlarmin yani sira kiigiik insersiyon ve delesyon
mutasyonlarinin saptanmasinda tercih edilmektedir. Ozellikle gen dizisi biiyiik olan
proteinlerde dizi analizi yapilacak bolgeyi Onceden saptamak amaci ile genin
taranmasinda en sik kullanilan yontemlerden biridir ve DNA dizi analizine iyi bir
alternatiftir.

Mutasyon saptama orani %80 ile %90 arasinda degismektedir. Bu analiz
restriksiyon enzim analizini, blotting’i, problar ile hibridizasyonu gerektirmediginden
hizl1 ve pratik bir yontemdir.

Bu yontemde PZR firiinleri denatiire edilir ve denatiire edici olmayan
poliakrilamid jele uygulanir. Denatiire edilerek tek zincir haline getirilmis DNA’larin
zincir i¢i zayif baglarla kazandiklari yeni ikincil yapilar1 mutasyon sonucu degisebilir.
Mutasyon sonucu olusan bu ikincil yapida olusan konformasyon farki o bdlgenin
elektroforezdeki hareketinde normal kontrol ile karsilastirildiginda bir kaymaya,

farkliliga neden olur.
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SSCP analizi genellikle tek iplikli DNA’daki konformasyon degisikliklerinden
yararlanilarak mutasyonun varligini tahmin etmekte kullanilmaktadir. Cift iplikli
DNA’daki degisiklikleri gostermeyen bir yontemdir.

Her SSCP analizi i¢in optimal kosullarin belirlenmesi gerekir. Analiz edilecek
DNA parcasinin biiylikligii, jelin ozellikleri (kullanilan poliakrilamid ile gliserol
konsantrasyonu, denatiiran ajan varligl), elektroforez sirasinda tercih edilen sicaklik,
elektroforez zamani, PZR firiinlerinin denatlirasyon yontemi, mutasyonun tipi ve
bulundugu yer performansi etkiler.

SSCP analizinde en iyi sonug, DNA 150-200 baz ¢ifti uzunlugunda oldugu
zaman elde edilir. Uzunlugu 150 baz cifti altinda olan DNA fragmanlarinda ikincil
yapinin olugsmasindaki gii¢liik nedeni ile SSCP analizinin duyarlili§1 azalmaktadir.

200 baz cifti tizeri biiyiikliige sahip DNA’larda ise tek baz degisikligi ile daha az
konformasyon degisikligi olusacagi i¢in bunun jelde goriinmesi giliglesmekte ve biiyiik
parcalarin analizinde tespit edilen mutasyonlarin sayisi dismektedir.

Tek zincirli DNA’nin konformasyonu sicakliga hassastir. 17 °C nin alt1 ve 23 °C
tizerindeki sicakliklar tek zincirli DNA’nin yar stabil sekillerini bozabilmektedir. En 1yi
rezoliisyonu elde edebilmek i¢in en ¢gok tercih edilen oda sicakligidir.

Elektroforez sirasinda jellerin 1sitilmasi dnlenmelidir. 5V/cm voltajda 4W da
ortalama 22 °C de elektroforez yapildiginda jel fazla isinmamakta ve jelin 1sinma
miktart 6nemsiz olmaktadir. Iginden sivi sirkiilasyonu olan elektroforez sistemleri
pahali olmakla birlikte sicakligi standardize ettikleri icin uygun sistemlerdir. Iyi bir
sonug i¢in yeterli hava konveksiyonu da gereklidir.

SSCP analizinde DNA parcalarin1 ayirmak igin siklikla kullanilan matriks
akrilamiddir. Akrilamid/bisakrilamid orani, toplam akrilamid ve gliserol yiizdesi,
tampon igerigi jelin ayirma Ozelligini belirler, en fazla tercih edileni, diisiik capraz
baglayici orani ve %10 gliseroldiir.

Bazi1 SSCP’ler i¢in yiiksek ytizdeli jellerin kullanilmas1 onerilmistir. TEMED ve
APS ile polimerize edilmis, akrilamid benzeri hidrolink isimli jelin tek bir tipte gozenek
biiyiikliigiine sahip oldugu ve akrilamidden daha iyi rezoliisyon sagladig: belirtilmistir.
Yiiksek rezoliisyon igin ticari olarak bir ¢ok ©zel jel matriksleri mevcuttur.

Simdiye kadar rapor edilmis jel uzunluklari 5-50 cm arasinda degismektedir.
SSCP analizinde sonuglar gorsel degerlendirildiginden 1iyi bir rezollisyonun

saglanabilmesi i¢in jelin boyutlarinin uzun olmasi (yaklasik 30x40 cm), elektroforez
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islemlerinin diisiik voltajda, uzun siirede yapilmast ve ince bir jelin kullanilmasi
gereklidir.

Son yillarda yapilan bir cok uygulamada standart sekans jelleri yerine mini jeller
kullanilmistir. Kisa jellerde keskin bant farkliliklarinin gézlendigi bildirildigi halde
%0,5 lik kayma farkliliginin gézlenebilmesi i¢in uzun elektroforezler tercih edilmelidir.

SSCP analizi ig¢in PZR iiriinlerinin temiz ve spesifik olmasi1 gereklidir. Spesifik
olmayan PZR firtinleri, kullanilmamis primerlerin varligi, PZR siklus sayisinin fazlaligi
yanlis yorumlanabilecek bantlara neden olabilir.

Genel olarak PZR firiinleri 96°C de 1sitilarak denatiire edilir. Tek zincir haline
gelmis DNA lar hemen buz {izerine alinir ve hizla jele uygulanir.

Ornege giiclii denatiiranlarin eklenmesi veya &rneklerin 10-30 kat seyreltilmesi
tek zincirlerin kendi kendine ¢ift zincir olusturmalarini en aza indirir.

Denatiiran olarak formamid, sodyum hidroksit, tire ve metil merkiirik hidroksit
kullanilabilir. Metil merkiirik hidroksit toksiktir ama en etkili denatiirandir. Ozellikle
ince jeller kullanildiginda denatiire edilmis diliie PZR iiriinleri jele uygulandiklari
noktada konsantre olurlar ve bir miktar renatiirasyon gergeklesir. Bu nedenle her zaman
cift zincir DNA bantlar1 tek zincir DNA bantlarindan daha gii¢lii gozlenir. Daha 1yi
gdzlenebilmesi icin DNA'min miimkiin oldugunca sulandirilmasi gerekir. ince jeller
kullanildiginda tek zincir DNA'larin gozlenmesinde radyoaktif isaretleme, glimiis
boyama ve etidyum bromide iistiinliik saglar.

Mutasyonun tipi ve bulundugu yer SSCP analizinin duyarliligini etkilemektedir.
Mutasyon ikincil yapiya katiliyorsa SSCP analizinde mutasyon kolaylikla
saptanabilecektir. Eger mutasyonun ikincil yapiyr olusturmada rolii yoksa, mutasyon
saptanmayabilir.

Piirin igeriginin daha fazla oldugu DNA tek zinciri jelde daha hizli yiirtimekte ve
daha belirgin degisiklikler gostermektedir. Guaninin Timine transversiyonu haricinde
herhangi tip baz degisikliginin sensitivite tizerine belirgin etkisi yoktur.

Bir dizide heterozigot olarak bir degisim bulunuyorsa, bu dizinin SSCP analizi
sonucunda dort farkli tek zincir DNA bandi olusumu beklenir. Bunlar; normal allelin
anlamli ve anlamsiz dizileri ve mutant allelin anlamli ve anlamsiz dizileridir.

SSCP analizi 6zel bir ekipmana ihtiya¢ gdstermeyen bir yontem oldugu icin
basit ve hizli bir tarama yontemidir. SSCP analizinde mobilite farkliliklar1 gorsel olarak
degerlendirilir. Bu yilizden standardizasyonu kisitli ve otomasyona gecirilmesi de

zordur. Optimal kosullar biiylik oranda ampirik olarak tanimlanmistir. Bir fragmanin
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farkli kosullarda analiz edilmesi mutasyonlarin tespit edilebilme olasiligini arttirir (Nal,

2000; Orita 1989; Sinici ve Ozkara, 2001; Soydz, 2008).
2.7.2. DGGE ( Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

Bilinmeyen mutasyonlarin taramasinda yaygin olarak kullanilan bir bagka
yontemdir. Tek zincirli-isaretli prob dsDNA ile ayni ortamda denatiire ve renatiire
edildikten sonra DGGE uygulanir. Denatlirasyon ile dsDNA molekiilii ayrilir ve proba
komplementer olan =zincir, renatiirasyon asamasinda probla hibridizasyon yapar.
Renatiirasyona katilmayan probu ortamdan uzaklastirmak ig¢in disardan proba
komplementer olan tek zincirli halkasal DNA eklenir. Mutasyon nedeni ile olusan
“mismatch”ler denatiire edici ortamda normalden daha yavas hareket ederler.
Mutant/normal DNA heterodubleksi varsa erime 6zellikleri ve migrasyonu normale
gore degisir. Boylece hangi mutasyon oldugu saptanamamakla birlikte ilgili bolgede

mutasyon varlig1 gosterilebilir (Ergal, 2008).
2.7.3. MPLA (Multiple Ligand Probe Amplification)

En fazla 45 degisik DNA dizisinin PZR tabanli tek bir reaksiyon yardimi ile
incelenmesidir. Bunun i¢cim sadece 20ng DNA kullanmak yeterlidir. MPLA niikleik asit
primerleri yerine prob igerir. Problar hedef dizi ile hibridize olduktan sonra ligasyon
reaksiyonu gergeklesir, ornekteki hedef dizinin bir kopyasi olusturulur. Ligasyonlu
problar multipleks PZR yontemi ile ¢ogaltilir. MPLA yonteminde tiim spesifik diziler es
zamanl olarak amplifiye edilir. Uriinler dizileme tipi elektroforez cihazinda analiz
edilirler (Ergal, 2008).

QF PZR ve MPLA uygulamalari:

13,18,21,X ve Y kromozomlarmin andploidilerinin arastirilmasi, biiyilk kromozomal
delesyon ve dublikasyonlarin arastirilmasi, tek ekzon delesyon/dublikasyonlarinin
aragtirtlmasi, kanser dokusu gen kayip/kazanglarmin arastirilmasi, timor baskilayict
genlerin promotor bolgelerindeki CpG adaciklarinin metilasyonunun incelenmesi gibi

alanlarda basariyla kullanilmaktadir (Ergal, 2008).
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2.7.4. Southern blot analizi

Southern blot analizi genetik alaninda kullanilan hibridizasyon yontemlerinden
biridir. Uygun problarin kolaylikla elde ediliyor olmasi insanda 6zel bir genin, bu geni
klonlamaya gerek kalmaksizin analizine olanak saglanmuistir.

Bu yontemde izole edilen DNA uygun bir restriksiyon enzimi ile kesilir ve
belirli sayr ve uzunlukta DNA frangmentlerinin olusumu saglanir. Agaroz jel
elektroforez yontemi ile jel ilizerinde biiyiikliiklerine gore birbirinden ayrilan bu
fragmentler dnce yiiksek pH ile denatiire edilip blot yontemi ile nitroseliiloz filtre
lizerine gegcirilir. 32p (ya da bagka bir radyoaktif olmayan niikleotit analogu) ile isaretli
denatiire edilmis ve incelenecek bolgeye 6zgii prob, filte iizerinde tutulan fragmentler
ile uygun kosullar saglanarak hibridize edilir. Sonra filtre iizerine bir rontgen filmi
konularak otoradyografi islemi gergeklestirilir. Prob yalmizca kendisine tlimleyici
bazlar1 igeren DNA fragmenti ile hibridize olacak ve otoradyogram sonucu bu bandin
tizerinde gozlenebilecektir. Yiiksek rezoliisyonlu jel elektroforezini komplementer
niikleotid dizilerinin hibridizasyonuna dayandirir. Band yapisi, genin varligi veya

yoklugu, biiyiikliik varyasyonu gdsterebilir.

2.7.5. Polimeraz zincir reaksiyonu/restriksiyon parc¢a uzunluk polimorfizmi

(PZR/RFLP)

PZR/RFLP yontemi ile mutasyonun arastirilacagi gen bdlgesi, mutasyonu igine
alacak sekilde g¢ogaltilir. Uzunlugunu bildigimiz genomik DNA pargasi, bakilacak
mutasyona Ozgii olan restriksiyon endoniikleaz enzimi yardimiyla Kkesilir. Kesilen
genomik DNA, pargalarinin biiyiikliigiine gore agaroz ya da poliakrilamid jelde
elektroforez iglemi ile yiiriitiiliir. Jel tercih edilen yonteme bagli olarak, hazirlanmadan
once veya elektroforezden sonra etidyum bromiir ile boyanip ardindan UV isikta
goriintiilenir. Kesim noktalarma goére uzunluklar1 Onceden bilinen pargalar
degerlendirilerek mutasyonlarin varlig1 ya da yokluguna karar verilir.

Degerlendirme su sekilde yapilir; hedef gen bolgesindeki nokta mutasyon,
cogaltilan DNA’da secilen restriksiyon enziminin tanima bdlgesine 6zgiilse mutasyonlu
iirlinde kesim gerceklesirken normal {iriinde kesim gerceklesmez.

Boylece kesilen iiriinlere sahip bireyler mutasyonlu digerleri normaldir. Tam

tersine restriksiyon enziminin tanima bolgesi mutasyona 6zgiil degil de normal olan
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tirtine 6zgiil ise kesim normallerde gerceklesir, mutasyon olanlarda kesim gergeklesmez.
Degerlendirme, kesim olan iriinlere sahip bireyler normal, olmayanlar ise

mutasyonludur seklinde yapilir (Yigit, 2006; Soy6z, 2008).
2.7.6. Real Time PZR

Rutinde en ¢ok kullanilan yontemler hala PZR, RFLP gibi bilinen teknikler
olmasina ragmen son yillarda teknolojideki hizli ilerlemeler tan1 yontemi spektrumunu
artirmistir. Genotip analizorlerinin ve sekans aletlerinin rutine girmesi 'real time' PZR
ve benzer tekniklerin devreye girmesi tanida hiz ve dogrulugu artirmistir.

Real time PZR DNA’nin ¢ogaltimini ve iriinlerini tek bir tiipte belirlemeyi
miimkiin kilan ¢ok yakin bir zamanda uygulamaya konulan popiiler bir metottur
(Gibson ve ark., 1996). Gen anlatiminin analizini degistiren bu metot ile geleneksel
PZR yontemi ve gen analizi birlestirilmistir. PZR ¢ogaltimin1 goriiniir hale getiren ve
monitorize edebilen floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi, floresanin olusan
DNA ile dogru orantili olarak arttig1 bir ¢ogaltma yontemidir. Birgok isimlendirilme
yapilan bu teknoloji yabanci yayinlarda “kinetik PZR”, “homojen PZR”, “kantitatif
Real-time PZR” gibi ¢esitli adlarla da isimlendirilmektedir (Bustin, 2000).

Biyolojik orneklerden elde edilen DNA’nin kopya sayisini sayisal degerlere
doniistirme ve mRNA’nin diizeyini sayisal olarak belirleyebilme en ¢ok kullanilan
alanlarini olusturmaktadir. Bu amaglarla kullantminin yani sira tek nokta mutasyonlarini
belirleme, patojen belirleme, DNA hasar1 belirleme, metilasyon tespiti, SNP analizi,
kromozom bozukluklarinin tespiti gibi calismalarda da kullanim alanlari mevcuttur
(Kubista ve ark., 2006).

Real-time PZR, geleneksel PZR’ 1n uygulama alanlarini arttirirken PZR’ la
iliskili pek ¢ok laboratuar sorununa da ¢6ziim getirmistir. Bu yontem sayesinde DNA ve
RNA ornekleri kalitatif ve kantitatif olarak kisa siirede analiz edilebilmekte, cok sayida
ornek son derece az kontaminasyon riskiyle giivenle ¢alisilabilmektedir (Garcia ve ark.,
2006). Real-time PZR’ da iiriinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Bu
nedenle, agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor 6tesi 151k altinda goriintiilenmesi
gibi iglemlerin uygulanmasina gerek kalmamaktadir (Zhong, 2001).

Real-Time PZR firlinlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerinde diziye 6zgiin

olmayan floresan boyalardan ya da diziye 6zgii problardan yararlanilmaktadir. Boylece
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sonuglar aninda alinmakta ve kontaminasyon riski azalarak tiim islemler sicaklik

dongiileri baslayinca otomatik olarak devem etmektedir.
2.7.6.1. HRM (high resulotion melting) analizi

HRM; 2002 de ortaya c¢ikan, akademi ve sanayinin igbirligi ile DNA analizleri
icin gelistirilmig, Real-Time PZR cihazinda bulunan yeni bir metottur ( Reed ve ark.,
2007).

HRM analizi cift zincirli DNA numuneleri lizerinde gergeklestirilir. Tipik
olarak, kullanicinin DNA'y1 ¢ogaltmak i¢in mutasyonun yer aldigi bdolgede HRM
analizden once gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu kullanacaktir. PZR
isleminden sonra HRM analizi baglar. Bu siirecte amplikon DNA'nin sicakligi 55° den
95 ©°e kadar ¢ikar (Sekil 2. 7). Bu islem sirasinda bir noktada amplikon erime sicakligina
ulagir ve DNA'nin iki zinciri birbirinden ayrilir. HRM in sirr1 bu siireci es zamanl
olarak izlemesidir.

Ornekler igin bir ayirim veya islem gerekli degildir. PZR aplikasyonundan sonra
PZR islemini engellemeyen doymus boyalarimin floresan degerleri izlenerek erime

egrileri olusturulmaktadir (Reed ve ark., 2007).

55C . 95C

Sekil 2.7. Sicaklikla DNA’nin ¢ift zincirli halden tek zincirli hale gegmesi

HRM’nin giicii, cihazin sicaklik kontroliine, sicaklik ve floresan 6l¢iimiine
(Hermann ve ark., 2006) floresan boyalara (Wittver ve ark., 2003) ve PZR {iriiniiniin
safligina (Montgomery ve ark., 2007) baghidir. Cihazin sozii edilen faktorlerden
kaynaklanan yiiksek ¢Oziiniirliik kapasitesi, hassas 6l¢iim saglamaktadir. Hassas olglim,
artan her 0,1-1,0 °C sicakligin neden oldugu floresan sinyal siddeti degisiminin kayit
edilebildigini ifade etmektedir. Bu durum, DNA denatiirasyonunun ¢ok iyi takip
edildiginin bir gostergesidir. Veri eldesi, 2 sn’ deki 0,1-1,0°C sicaklik artigina karsilik
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olusan floresan sinyal siddeti degisiminin 6l¢iilmesi ile elde edilir. Artan her 0,1°C igin
Ol¢tim alinabilmektedir. Bu nedenle ¢Oziiniirlik yiiksektir (Gundry ve ark., 1999;
Wittwer ve ark., 2001; Wittwer ve ark., 2003; Kuzpinar, 2007).

HRM analizi; ¢ift sarmalli DNA o6rneklerinde mutasyon, polimorfizm ve
epigenetik farkliliklarin tespiti i¢in son derece giiclii bir tekniktir. Diger genotipleme
teknolojilere gore biiyiik avantajlara sahiptir. Yani;

v Taqg man, SNP ve DNA sekanslama v.b gibi diger genotipleme
teknolojilerinden daha az maliyetlidir.

v’ Hizli ve gigli bir sistemdir. Kisa siirede ¢ok sayida Ornegin
genotiplendirmesi dogru bir sekilde yapilabilmektedir.

v’ Basittir. HRM analizi yapabilen Real-Time cihazina sahip yetenekli bir
genetikei laboratuar disinda da bu genotiplemeyi gerceklestirebilir.

Rapid-cycle PZR ile kombine edildigi zaman HRM 6zellesmis DNA diagnostigi
icin ideal bir ¢oziimdiir. Rapid-cycle PZR (<15 dk.) ve devaminda HRM (<2 dk.) hizl
bir ¢6ziim saglamaktadir. Bu metotlar sadece hizli degil ayn1 zamanda maliyetsizdir,
clinkii real-time termal sikluslar1 ve isaretli problar gerekli degildir. Eski metotlarda;
DNA nin termal erimesi ge¢miste UV absorbansi tarafindan izlenmekteydi. Yiiksek
kaliteli erime egrisi i¢in DNA nin pg miktar1 ve 0.1-1.0°C /dk orani gerekliydi. Bu
metotla; absorbansin tam tersine DNA erimesinin floresan analizi daha hassastir ve
sadece nanogram miktar1 yeterlidir, PZR aplikasyonu tarafindan uygun olarak saglanir.
Floresan tarafindan DNA erimesini izleyen metotlar; real-time PZR' in ¢ikisiyla ve 15
yil once Light Cyler ile tamisilmasiyla popiiler olmustur. Kapiler 6rnekli formatlar ve
daha kii¢iik 6rnek hacimlerinde daha iyi sicaklik kontroliine izin vermekte, 0.1-1.0° C/s

erime sicaklig1 oranlart daha hizli olmaktadir (Reed ve ark., 2007).
2.7.6.1.1. HRM analizinde kullanilan boyalar

Etidyum bromiir, propidyum iyodit, DAPI ve hoechst gibi boyalar birinci nesil
boyalar1 temsil etmektedir. Bu boyalar, genellikle niikleik asit goriintiilemede ve
floresan mikroskop incelemelerinde DNA isaretlemede kullanilmaktadirlar. Cogu
mutajenik ve karsinojeniktir. Ayrica, bazilar ¢ift zincirli DNA’ya 6zgiil degildir (Cosa
ve ark., 2001).

HRM analizi i¢in SYBR Green gibi ikinci nesil boyalar kullanilabilmektedir.

SYBR Green I PZR iiriinlerinin erime analizlerinin takibi i¢in kullanilan, hassas bir
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boya olarak ortaya cikarilmigtir (Reed ve ark., 2007). Ancak, bu boyalar yiiksek
konsantrasyonlarda kullanildiklarinda PZR inhibitorii olarak etki gostermektedir (Monis
ve ark., 2005).

Boyalarin diisiik konsantrasyonlarda ki kullanimlar1 ise; denatiirasyonla agilan
DNA c¢ift zincirinden ayrilmalarindan sonra heniiz denatiire olmamis bolgelere yeniden
baglanmalariyla sonu¢lanmaktadir. DNA’dan boyanin ayrilmasiyla floresan sinyali
siddetinin azalmasi gerekirken, boyanin ¢ift zincirli DNA’ya tekrar baglanmasiyla
floresan sinyali siddetinde bir degisiklik olmamaktadir. Baska bir deyisle, floresan
sinyali siddeti hatali Ol¢lilmektedir. Bu durumda, denatiirasyon kinetiklerinin
goriintiilenmesi, dolayisiyla Tm derecesi saptama hassasiyeti azalmaktadir (White ve
Potts, 2006).

SYBR Green I den sonra daha iyi sonuglar veren HRM i¢in yeni nesil doymus
boyalar gelistirilmistir ( Reed ve ark., 2007). Son dénemlerde, LC Green, Eva Green ve
SYTO9 adi verilen {igiincii nesil boyalar gelistirilmistir. Bu boyalarin PZR’yi inhibe
edici  etkileri daha  disiiktir. Bu nedenle, yilksek konsantrasyonlarda
kullanilabilmektedirler (Monis ve ark., 2005). Bu boyalarin kullanimiyla 6lgiilen
floresan sinyali siddetindeki degisiklik, c¢ift zincirli DNA’nin tek zincirli DNA’ya
ayrilmasimi dogru oranda yansitmaktadir. Bir bagka deyisle, yiiksek doygunluktaki
boyalarin kullanimi, HRM analizinin mutasyon saptama hassasiyetini arttirmaktadir

(Wittwer ve ark., 2003; Herrmann ve ark., 2006).
2.7.6.1.2. Floresan DNA melting analizinin temeli

Cift zincirli DNA varliginda belli boyalar giiclii bir floresan 15181 yayarlar.
Bunlarin en yaygin olani etidyum bromdir, elektroforez jelde kullanilarak kirmizi bantlar
vermeye yaramaktadir.

SYBR Green | ve LCGreen gibi asimetrik siyanin boyalar her zaman 1sima
yaparlar, melting analizi ve real time PZR floresansi i¢in segilmis boyalardir. Erime
egrileri (melting curve) olusturmak i¢in; 6rnek, bir dizi sicaklikla 1sindirilirken, floresan
stirekli toparlanir. Herhangi bir ¢ift zincirli DNA varliginda diisiik sicaklikta, giiclii bir
floresan 15181 yayilacaktir. Sicaklik arttik¢a floresansin 1s1k yaymasi azalacaktir, ilk
azalmadan sonra karakteristik bir sicaklikta floresan hizlica diisecektir. Bunun anlami

da DNA 'nin tek zincir haline gegmesidir (Reed ve ark., 2007).
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2.7.6.1.3. Cahsma prensibi

Aplikasyondan once PZR tiiplerine doymus boyalar eklenir, PZR bagladiktan
sonra hicbir Ornege ilave bir islem uygulanmamaktadir. DNA ekstraksiyonu ve
saflagtirilmasi PZR isleminden once yapilmaktadir. En iyi sonuglar igin, biitiin testler ve
kontrol DNA'lar1 benzer yolla hazirlanmali ve PZR tiiplerine es konsantrasyonlar da
eklenmelidir. Calismadaki Orneklerin ve kontrollerin DNA izolasyonu boyunca,
numune tamponu tuz konsantrasyonu da dahil olmak tlizere benzer reaktifler
kullanilmalidir. DNA 6rnekleri kontaminasyondan uzak tutulmalidir. Bununla birlikte,
iyi sonuclar ham DNA'nin hazirlanmasindan da kaynaklanabilir, 6rnegin kantitatif
analiz olmaksizin kuru kan lekelerinden alinan ornekler gibi (Reed ve ark., 2007;
Appliedbiosystems, 2009).

2.7.6.1.4. PZR Kkosullari

Sicaklik dongiisii gradienti ve jel elektroforezinin kullanimi; kosullarin optimize
olmast i¢in heniiz en iyi metodlardan biridir ve degisen Mg*2 konstrasyonu genellikle,

ayni kosullar altinda amplifiye etmek i¢in ¢esitli amaclara izin verir. (Reed ve ark.,

2007).
2.7.6.1.5. Genotiplendirme

Genotiplendirmenin bir ¢ok metodu olmasina ragmen, kapali tiip metodlari
Klinik laboratuar, diagnostik ve Ozellesmis ilag igin giliglii avantajlara sahiptir.
Aplikasyon ve analiz sirasinda herhangi bir islem olmadig1 i¢in kontaminasyon riskini
ve otomasyon ihtiyacinin ortadan kaldirmaktadir. Bu metotlar geleneksel olarak allele
Ozel isaretli problarla kullanilir, siklikla floresan boya ve sondiiriicii; aplikasyon
boyunca ikincil yapmin kaybi ve/veya hidrolizi tarafindan ayirir. Dogru bir
genotiplendirme i¢in, 2 prob vardir 1 tanesi wild-tip sekans ile eslenecek olan prob,
digeri ise mutasyonlu sekansla eslesecek probtur. Tipik olarak, annealing veya uzama
boyunca her bir dongliden sonra Real Time PZR cihazinda floresans olg¢iiliir (Reed ve
ark., 2007).

Real-time PZR cihazinin 6zellikleri ve HRM ydnteminin avantajlari goz Oniine
alindiginda; tek niikleotid polimorfizmi (SNP), mikro insersiyon ve delesyon gibi dizi
varyasyonlarini taramak i¢in ve klinik tani i¢in HRM yoOntemine olan ilgi artmaktadir

(Kuzpinar, 2007).
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2.7.6.1.6. DNA Tm derecesi

DNA, birbirine 3’-5’ fosfodiester baglariyla bagli dort deoksiniikleotidin
meydana getirdigi iki komplementer niikleik asit zincirinden olusan ¢ift zincirli bir
molekiildiir. iki zincir birbirine Adenin (A) ve timin (T) arasindaki iki (A=T), guanin
(G) ile sitozin (C) arasindaki ti¢ (G=C) hidrojen bagi ile baglanmaktadir. Hidrojen
baglarmi kiran fiziksel ve kimyasal etkenlerle DNA ¢ift zinciri denatiirasyona
ugrayabilmektedir (Alberts ve ark., 2002). DNA ¢ift zincirinin %50’sinin birbirinden
ayrilmast i¢in gerekli olan sicaklik derecesi, DNA “Tm derecesi” olarak
tanimlanmaktadir (Sekil 2.8.).

DNA ¢ift zincirinin tamamen agilmasma ise “denatiirasyon” denmektedir
(Barker, 1971). Hipokromik DNA’dan hiperkromik DNA’ya gegis, Kklasik
spektrofotometrik yontemlerle takip edilebilmektedir. Bir baska deyisle, denatiirasyon,
DNA ¢6zeltisinin 260 nm’de UV absorbansindaki degisim oOlgtilerek izlenebilmektedir.
260 nm dalga boyunda tek zincirli DNA, c¢ift zincirli DNA’dan daha fazla UV
absorbansi olusturmaktadir (Barker, 1971; Kuzpnar, 2007).

DNA boyutu ve GC igerigi, DNA’nin kararliligim1 belirleyen en O6nemli
faktorlerdir. DNA’nin denatiirasyon sicakligi, kararliligina bagli oldugu igin bu
faktorlerden etkilenmektedir (Ririe ve ark., 1997). GC arasindaki hidrojen bagi sayisi
AT arasindakinden fazla oldugu i¢in, GC’ den zengin bir DNA’nin Tm derecesi, AT’
den zengin DNA’nin Tm derecesinden yiiksektir. Bagka bir ifadeyle, GC igeriginin fazla
olmas1t DNA’nin denatiirasyon sicakligini ve kararliligini arttirmaktadir. Denatiirasyon
deneyleri, termodinamik kararliligin sadece GC igerigine degil, DNA baz dizilimine de
baglt oldugunu da gostermistir (Wada ve ark., 1980). Bu nedenle, ayni oranda GC
iceren iki dizi farkli kararliliklara sahip olabilmektedir. DNA baz dizisinde meydana
gelen degisiklikler, DNA ¢ift sarmalinin kararliligini degistirir. Bu durumdan, DNA Tm
derecesi de etkilenmektedir (Breslauer ve ark., 1986). DNA’daki mutasyona bagli
olarak normal DNA dizisine gére Tm derecesi artabilmekte ya da azalabilmektedir. Bu
degisimi mutasyona ugrayan baz tiirii belirlemektedir. Teorik olarak, DNA baz
dizisinde meydana gelen +%1°lik GC degisimi, Tm derecesini £0,4°C degistirmektedir
(Benjamin, 1997). GC’ den fakir bir DNA fragmentinde, 2 b¢’ lik GC delesyonu
oldugunu varsayarsak, bu DNA’nin Tm derecesininn delesyon tasimayan DNA ile
kiyaslandiginda azalmasi beklenir (Razlutskii ve ark., 1987). Zincirlerin birbirlerinden

ayrilmak icin ihtiya¢ duyacaklar1 sicakligin diigmesinin nedeni ise, G ve C bazlan
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arasinda azalan {¢lii hidrojen baglariyla beraber DNA c¢ift sarmalinin kararliliginin
azalmasidir (Nakona ve ark., 1999; Santalucia ve Hicks, 2004; Kuzpinar, 2007).

HRM analizinde; Tm derecesinin dogru hesaplanabilmesi i¢in altyap1
gerekmektedir. Altyapinin biiyiik bir igerigi dogrusaldir ve floresansin fiziksel
niteliginden dogar. Sicaklik arttikca, floresansin 1s1masi azalir. Daha diistik sicaklikta,
altyapinin katsayi icerigi primerlerin yiliksek konsantrasyonlarina baglanmis boyalardan
dogarak agik hale gelir. Dogrusalliktan uzaklasan metotlar ve katsaymnin alt yapisi
tanimlanir ve ticari HRM software de birlestirilir. Bir PZR iirliniin Tm derecesi rahat

Olciiliir ama bu tiirev egri (melting curve) lizerinde tek bir nokta iizerindedir (Reed ve
ark., 2007).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Biyolojik Materyal

HRM c¢alismasinda; kontrol i¢in saglikli bireylerden alinan 5 adet kan 6rnegi ve
parafin bloklara emdirilmis olan 10 adet prostat kanserli solid doku ornekleri

kullantlmistir.
3.2. Molekiiler Materyal

HRM c¢alismasi i¢in; PTEN genine ait iki adet ekson (ekson 1 ve 2) calisilmistir
ve bu primerler Yapilcan Ltd. Sti. firmasi tarafindan sentezletilmis olup ticari olarak
kullanilmistir.

PZR calismalarinda her hiicrede ayn1 seviyede eksprese olma ozelligine sahip f3-
aktin geni PZR etkinliginin 6l¢limiine olanak vermesi sebebiyle pozitif kontrol olarak

kullanilmustir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan primerlerin oligoniikleotid dizileri ve annealing sicakliklari

Gen Oligoniikleotid dizisi Annealing
5-TCT GCC ATC TCT CTC CTC CT-3' 60.0
PTEN Eksonl | R | 5- CCG CAG AAATGG ATA CAG GT 60.0
-3
F|5-TGACCACCTTTT ATT ACT 56.0
PTEN Ekson2 CCA3
R | 5- TAC GGT AAG CCA AAA AAT GA 56.0

-3

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan - aktine ait oligoniikleotid dizisi ve annealing sicaklig1

Gen No Oligoniikleotid dizisi Annealing

F | 5-CGCAAAGACCTGTACGCCAAC-3’ 56.0
B- aktin | NM_001101.2

R 5’-GAGCCGCCGATCCACACG-3 56.0
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3.3. Histopatolojik Metotlar
3.3.1. Doku érneklerinin histopatolojik ¢calismasi

Bu calismada, Konya Universitesi Meram Tip Fakiiltesinden 2012/05 karar

sayili etik kurulu karariyla alinmis prostat kanserli biyopsi 6rnekleri kullanilmistir.
3.3.1.1. Histopatolojik incelemeye dayal yontemler

Bu ¢alismada histopatolojik incelemeye dayali yontemler yapilmamistir. Daha
onceki calismalarda patolojik olarak incelenmis ve tanisi konulmus Parafin bloklara

emdirilmis prostat kanserli doku 6rnekleri sadece molekiiler analizler i¢in kullanilmistir.
3. 4. Molekiiler Metotlar
3.4.1. Parafinli bloklardan deparafinasyon

1- Parafin bloktan 10’ar p.luk kesitler alinir ve ependorf tiiplere konulur.

2- Her tiipe 1’er cc Xylol eklenir ve 1 saat 37 °C’de bekletilir.

3- 13000 rpm’de 15 dk. santrifiij edilir.

4- Xylol yenilenerek 2. ve 3. adim tekrar edilir.

5- Ependorf tiiplere absolute alkolden 1’er cc eklenir ve 37 °C’de 30 dk. bekletilir.
6- 13000 rpm’del0 dk. santrifiij edilir.

7- Alkol yenilenerek 5. ve 6. adim tekrarlanir. Dokulara dikkat edilerek alkol atilir.
8- % 75’1ik alkolden ependorf tiiplere 1’er cc eklenir ve 37 °C’de 30 dk. bekletilir.
9- 13000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilir. Alkol yenilenerek 8. ve 9. adim tekrarlanir.
10- Alkol atilir ve ependorf tiiplere 1’er cc saf su eklenir. 37 °C’de 15 dk. bekletilir.
11- 13000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilir. Saf su yenilenerek 9. ve 10. adim tekrarlanir.
Saf su atilir.

12- Ependorf tiiplerin kapag agilarak kurumaya birakilir.
3.4.2. DNA izolasyonu

Sagliklt kontrol kanlarindan DNA izolasyonu EZI1 biorobot (Qiagen) DNA
izolasyon cihazinda Blood kitle ve parafinden arndirilmis doku 6rneklerinden EZ1
biorobot (Qiagen) DNA izolasyon cihazinda Tissue Kitle yapilan izolasyon yontemi

kullanilmistir.



39

3.4.2.1. EZ1 biorobot (Qiagen) DNA izolasyon cihazi ile izolasyon

1- Parafinden arindirilan prostat dokularindan 20-40 mg alinip sterilize edilmis
havanlara konulur.

2- Havan igerisindeki dokular -196 °C’lik siv1 azotta ezilerek toz hainle getirilir.

3- Ezilen dokular spatula yardimiyla godelere konulur.

4- Godelerdeki dokular tizerine 190 puL G, buffer ve 10 puL proteinaz-K eklenir.

5- 37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakilir.

6- 300 rpm’de 2 dk. santrifiij edilir.

7- Stipernatant kisimlar dikkatlice ¢ekilir, ayr1 godelere alinir.

8- Cihaz hazirlanir. Elusyon voliimii 100 pL segilir, 6rnek miktar1 200 pL segilir.

9- Cihazin yonlendirmesine gore protokol baslatilir.

10- Protokol siiresi 20 dakikaya ayarlanir.

11- Protokolden sonra DNA’lar elde edilir ve elde edilen DNA’lar agaroz jele yiiklenir.

3.4.3. DNA kalitesinin tanimlanmasi
3.4.3.1. Agaroz jel elektroforez yontemi

Calismamizda izole edilen DNA’lar kalite tespiti icin %]1’lik agaroz jelde
elektroforez cihazinda (Biorad) yiirtitiilmiistiir.

Bu amagla 1 gr agaroz tartilip 100 ml 1XTAE (Tris- Asetik Asit-EDTA)
icerisinde kaynatilarak tamamen ¢oziilmesi saglandi. Bu sirada jel dokme tablasi kaliba
yerlestirildi ve izolasyon iirlinlerinin yiiklenecegi kuyucuklari olusturmak i¢in tablaya
tarak yerlestirildi. Oda sicakligina kadar sogutulan agaroz ¢ozeltisi tablaya dokiildii. Jel
polimerlestikten sonra tarak ¢ikartildi ve jel tabladan ¢ikartilarak icerisinde 1L 1X TAE
(Tris-Asetik Asit-EDTA) tampon bulunan elektroforez tankinin igerisine yerlestirildi. 7
pL izolasyon firiinii (DNA ve RNA) icin 3 pL jel yilikleme tamponu (loading dye)
eklenip jeldeki kuyuya yiiklendi. Jel elektroforez tanki gii¢ kaynagina baglandi ve 45
dk. stireyle 150 V, 75 mA siddetinde akim uygulandi.

Agaroz jel ic¢indeki izolasyon iirlinlerini goriiniir hale getirmek icin floresan
ozellikteki etidyum bromiir stok ¢ozeltisinden 2-3 pL alip yaklasik 500 ml saf su
icerisinde 1yice karistirildi. Agaroz jel bu solusyon icinde 15 dakika bekletildikten sonra

izolasyon triinleri jel goriintiileme sisteminde incelendi.
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3.4.3.2. Mikro hacim (nanodrop) spektrofotometre degerlendirmesi

Bu calismada izole edilen DNA’larin konsantrasyon ve kalite O6l¢iimlerinin
yapilabilmesi i¢in nanodrop (NanoDrop 2000c thermo) cihazi kullanildi. Cihazda
Ol¢timii yapilmak tizere DNA 6rneklerinden 1 uL alinip Ao/ Azgo degerleri olgiildii.

3.4.4. HRM (High Resolution Melting Curve) yontemi ile mutasyon tanimlama

Calismamiza dahil edilen prostat kanserli dokularda HRM analiz yontemi ile bir

timor baskilayicis1 gen olan PTEN genindeki; mutasyonlar tespit edilmistir.
3.4.4.1. HRM kosullari

4’li reaksiyon tiiplerine konulan 1 pl’lik her bir saglikli kontrol DNA ve her bir
prostat ca’li DNA &rnegi iizerine; 2XHRM Mix (HotStarTaq Plus DNA Polymerase,
EvaGreen Dye, optimized concentration of Q-Solution, dNTPs, and MgCl,)’ inden 12,5
ul, Forward primerden 1,75 pl, Reverse primerden 1,75 pl, dH,O’ dan 9 pl alinarak
hazirlanan reaksiyon miksinden konularak cihazda c¢alisilmasina hazir hale getirilmistir.
B- aktin i¢in ise; 2XPZR mixinden 12,5 pl, primer probtan 2 pl, dH,O’ dan 9,5 ul ve 1
ul DNA kullanilmistir.

25 ul hacimli 6rnekler cihaza yerlestirildikten sonra, PZR optimizasyon kosullar
saglanmstir.

Denatiirasyon igin 95°C 10 dk, primerlerin hedef bolgeye tutunmast i¢in Ekson-1
icin gerekli olan sicaklik 60°C 30 dk, Ekson-2 ve B- aktin i¢in gerekli olan sicaklik 56°C
30 dk segilmis, primerlere niikleotid eklenerek komplementer DNA’nin
polimerizasyonu i¢in gerekli olan sicaklik 72°C 10 dk olarak belirlenmistir. Bu {i¢ farkl
sicakligin ard arda uygulanmasindan olusan dongiiniin, 40 kez tekrarlanmas: ile

reaksiyon gergeklestirilmistir.



4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Histopatolojik Bulgular

Cizelge 4.1. Prostat parametreleri

Ornek no | Hastanin Gleason Ailesel kanser Hastanin tasidigi
yasi Skoru hikayesi diger kanser tipleri

(ng/dl)
(PSA)

4 51 5 Akciger Testis

5 60 5 Yok Yok

6 65 7 yok Karaciger

7 63 6 Yok Yok

14 58 6 Yok Yok

17 69 7 Testis Testis

27 59 7 Kolon Testis

29 58 5 Yok Yok

36 65 7 Testis, kolon Kolon

37 74 8 Melanoma Testis Melanoma

Tablo incelendiginde 4, 5, 7, 14 ve 29 numarali Orneklerin orta dercede

diferansiye oldugu, 6, 17, 27, 36 ve 37 numarali orneklerin ise az diferansiye oldugu

tiimoriin ilerlerdigi gortilmektedir.

Cizelge 4.2. Kan ve prostat dokularindan izole edilen DNA’larin nano-drop sonuglari

Kan ve

Prostat Niikleik asit Ao Asgo Assol Asgo Asol Az
Doku konsantrasyonu

Numaralan

K-1 35,3 0,705 0,348 2,03 0,11
K-2 32,8 0,656 0,317 2,07 0,10
K-3 13,7 0,274 0,159 1,72 0,14
K-4 26,6 0,532 0,325 1,64 0,35
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K-5 28,8 0,577 0,340 1,70 0,40
4 65,2 1,303 0,751 1,73 1,11
5 49,0 0,980 0,543 1,80 0,86
6 40,3 0,806 0,467 1,73 0,91
7 59,3 1,186 0,635 1,87 1,06
14 72,5 1,449 0,785 1,85 1,73
17 45,6 0,913 0,533 1,71 0,90
27 960,7 19,213 26,644 0,72 0,30
29 27,8 0,556 0,283 1,97 0,67
36 522,1 10,442 12,115 0,86 0,52
37 1181,4 23,628 26,618 0,89 0,30

DNA izolasyonu; genetik olaylarin hiicredeki molekiiler temeli, genetik materyal
gorevini yiiklenen niikleik asitlerin yap1 ve ozelliklerine dayanir. Bu niikleik asit
deoksiriboniikleik asit (DNA) dir. Bu projede HRM calismasinda kullanilmak tiizere
kolay kullanimi, hizli sonu¢ vermesi ve yiiksek kalitede genomik DNA izolasyonu
yapmasi nedeniyle EZ1 biorobot (Qiagen) DNA izolasyon cihazinda izolasyon
yapilmustir.

Calismamizda DNA kalite tayini yapmak amaciyla agaroz jel elektroforez
yontemi kullanilirken, DNA Orneklerinde tekrar kalite tayini ve miktar tayini yapmak
icin glivenilir sonuglar vermesi nedeniyle nanodrop cihazi kullanilmistir.

DNA o6rneklerinde proteinin en az miktarda oldugunun belirlenmesi igin Azg /
Azgo> 1,8 olmasi gereklidir. Tablodaki A/ Azgo Olglim degerlerine gore 6rneklerin 1,8

yakin degerlerde oldugu goriilmektedir.
4.2. HRM Analizi Bulgular:

Konya Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi Patoloji
Bolimii’'nden 2012/05 etik kurul karari ile alinmig 10 adet primer prostat kanserli
hastalar da ve Konya Genetikon genetik tan1 ve tedavi merkezinden temin edilen
saglikli goniilli bireylerden alman 5 adet kan ornegin de; RT-PZR’ ye dayali
tekniklerden biri olan HRM ile mutasyon analizi yapilmistir.

Pozitif amagh kullanmak i¢in ticari olarak temin edilmis B- Aktin ile RT-PZR

caligmasi yapilmigtir.
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B- Aktin ile yapilan g¢aligmaya bakildiginda; patolojik caligmalar neticesinde
saglikli olarak tanimlanan, kontrol grubu K-1, K-2, K-3, K-4 ve K-5 numarali
orneklerin diizgiin bir bigcimde c¢alistig1 goriilmiistiir. Ayrica patolojik caligsmalar
neticesinde prostat kanserli olarak tanimlanan 4, 5, 6, 7, 14, 17, 19, 27, 36 ve 37
numaral: 6rneklerin 27 numarali 6rnek disinda diizgiin bir bigimde ¢alistigi gortilmiistiir
(Sekil 4.1).

36 ve 37 numarali, 14 ve 7 numarali, 4 ve K-3 numarali, K-1, K-2, K-3, K-4, 6,
17 ve 19 numarali 6rneklerin birbirleriyle kantitatif (DNA saflig1) olarak oOrtlistiigii
gbzlenmistir. Bu B- Aktin sonuglari ve nanodrop sonuglarina bakildiginda 6rneklerin
saflik ve kalite tayinleri birbirini dogrulamaktadir ( Sekil 4.1. ve ¢izelge 4.2.).

PTEN geni ile yapilan HRM c¢alismasinda ise, PTEN genine ait Ekson-1 ve
Ekson-2 mutasyon yani anlamli bolgeler tespit edilmistir.

Ekson-1 i¢in; kontrol olarak kullandigimiz saglikli olarak tanimlanan K-1
numaralt Ornek, prostat kanserli olarak tanimlanan 36 ve 37 numarali 6rneklerde
mutasyon saptanirken, Ekson-2 i¢in ise; yine K-1, 36 ve 37 numarali 6rneklerde

mutasyon saptanmigtir.
4.2.1. Housekeeping gen

Housekeeping genlerin terim olarak kokeni belirsizdir. 1976’dan beri literatiirde
kullanilan bu terim 6zellikle tRNA ve rRNA'y1 tanimlamaktadir. Housekeeping gen
genellikle temel hiicresel fonksiyonlarin korunumu i¢in gerekli olan ve organizmanin
biitiin hiicrelerinde eksprese olan gendir (Anonim). Housekeeping genlerin molekiiler
biyoloji deneylerinde kullanilirken ayni hiicreden hiicreye, drnekten 6rnege, tedaviden
tedaviye ve/veya hastadan hastaya ekspresyonun asamalarinda degismeden kaldig:
kabul edilir (Glare ve ark., 2002).

HSP90 ve B- Aktin Housekeeping genler sabit seviyelerde eksprese olmasina
ragmen diger housekeeping genler deneysel kosullara bagli olarak degiskenlik
gosterebilir. Kalp kok hiicresi ile yapilan bir ¢alismada B- Aktin ve GAPDH'nin en
tutarli housekeeping gen bulunmasina karsin B2M, HPRT-1 ve RPLP-1 gibi genler
yetiskin kalp hiicresi ile yenidogan kalp hiicresi arasinda énemli farliliklar gostermistir.

Aktinler hiicre hareketini, yapisini ve biitiinliglinii saglayan yiliksek diizeyde

korunmus proteinlerdir. Gen adi ACTB olan Beta-aktin geni; insanlarda tanimlanmis
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olan 6 farkli aktin izoformlarindan biridir. Hiicre iskeletinde kasla ilgili olmayan iki
aktinden biridir.

Beta-aktin; genellikle diger aktinler arasinda yiik kontroliiniin saglanmasi,
hiicrelerin biitiinliigliniin saglanmasi, protein bozulmasii saglar ve Western Blooting
tekniginde kullanilmaktadir. Bu 6zellikleri nedeniyle calismamizda B- Aktin pozitif

kontrol amaciyla kullanilmigtir.

Sekil 4.1. Prostat ca’li 6rneklerin ve kontrol kanlarinin 56°C’deki B- Aktin goriintiisii
4.2.2. Denatiirasyon egrisi analizi

HRM analizi, bir ornekteki heterodupleks ve homodupleks DNA tiirlerinin
varligin1 yansitabilen yiiksek c¢oziintirliiklii denatiirasyon egrilerinin degerlendirilmesi
temeline dayanmaktadir. Bu sekilde, bilinmeyen DNA 6rnekleri, normal oldugu bilinen
orneklerle karsilastirilarak DNA mutasyonlar1 saptanmaya g¢alisiimaktadir (White ve
Poss, 2006). DNA orneklerinin denatiirasyonu, normalize ve tiirev egriler ile
gosterilmektedir. Farkli genotipler, birbirlerinden farkli denatiirasyon davranislar
sergilemektedir. Farkli homo ve heterodupleks formlarin varligi nedeniyle kademeli,
kompleks egriler olusturmaktadir. Bu 6zellikleri nedeniyle heterozigot Ornekleri

homozigot 6rneklerden ayirt etmek kolay olmaktadir (Kuzpinar, 2007).

4.2.2.1. Denatiirasyon egrisi (HRM Egrisi)

Tm derecesinden daha fazla denatiirasyon egrisinin icerigi hakkinda bilgi
gereklidir. Denatiirasyon egrisinin sekli; biiyiik 6l¢iide sekans eslestirmesi, mutasyon
taramasi i¢in heterozigot DNA’dan sekillenen heterodubleksin bir indikatorii olarak

kullanilir (Reed ve ark., 2007).
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Artan sicakligin ¢ift zincirli DNA {iizerinde yarattigi etkinin, floresan sinyal
siddetinde olusan degisikle takip edildigi egrilere “denatiirasyon egrisi” denir. Bunlar, x
ekseninde “sicaklik” dereceleri, y ekseninde ise “floresan” degerleri ¢izilen egrilerdir.
Bu egriler, belirlenen denatiirasyon araliklar1 i¢in HRM analiziyle elde edilen ham
veriyi sunmaktadir. Bu veri, 2 sn’ lik zaman dilimlerinde 0,1°C’ lik sicaklik artigsina
karsilik floresan sinyal siddetindeki degisimdir (Kuzpinar, 2007).

PZR’de c¢ift zincirli DNA’ya baglanan boyalarin floresan sinyal siddeti, ¢ogalan
cift zincirli DNA miktariyla birlikte artmaktadir. DNA Orneklerinin PZR ile amplifiye
edilmelerinin ardindan gergeklestirilen HRM analizinde, artan sicaklikla birlikte DNA
¢ift sarmali zincirleri ayrilmaya basladig1 i¢in floresan sinyal siddeti yavas yavas
azalmaktadir (Nygren ve ark., 1998). Sicaklik, DNA ¢ift zincirlerinin %350’sinin
ayrildigi noktaya ulastiginda ise floresan sinyal hizli bir azalma géstermektedir (Ririe ve
ark., 1997). Tm derecesi en kolay denatiirasyonun tiirev egrisinin tepe noktasindan
belirlenmektedir. Primer-dimer ftrtinleri ilgilenilen triinden daha kisa oldugu igin, daha
diisiik sicaklikta denatiire olurlar ve denatlirasyon egrisi analizi ile kolaylikla ayirt
edilirler (Kubista ve ark., 2006; Kuzpinar, 2007).

Bir PZR amplikonu, normal veya homozigot olarak mutasyon tasiyan 6rnekler
icin tek homodupleksten olusmasina ragmen heterozigot drnekler i¢in iki heterodupleks
ve iki homodupleks formdan olusmaktadir (Montgomery ve ark., 2007). Bunun nedeni,
heterozigot PZR {iriinlerinin normal ve mutasyon tasiyan allelleri bir arada tagimasidir.
Tiimor biyopsisi gibi heterojen DNA orneklerinde, normal ve mutasyon tasiyan
DNA’larin tiimii PZR ile amplifiye olmaktadir. PZR sonrasinda ise, heterodupleks
formlar olugsmaktadir (Ruano ve Kidd, 1992).

Sekil 4.2. PTEN geni Eksonlsiklus; 36, 37 ve K-1 numarali mutasyonlu 6rnekler ve kontrol
kanlar1
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Sekil 4.3. PTEN geni Ekson2 siklus; 36, 37 ve K-1 numarali mutasyonlu 6rnekler ve kontrol

kanlari
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Sekil 4.4. PTEN geni Eksonl denatiirasyon (HRM) egrisi 36, 37 ve K-1 numarali mutasyonlu

ornekler ve kontrol kanlari
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Sekil 4.5. PTEN geni Ekson2 denatiirasyon (HRM) egrisi 36, 37 ve K-1 numarali mutasyonlu

ornekler ve kontrol kanlar1
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Yaptigimiz HRM c¢alismas: sonucunda; prostat kanserli ornekler ile kontrol
kanlar1 "denatiirasyon egrileri" ilizerinde karsilastirildiginda 36, 37 ve K-1 numaral

orneklerde mutasyon oldugu agik¢a gézlenmektedir (Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.).
4.2.2.2. Normalize ve tiirev egriler

Yorum ve analiz yapabilmek amaciyla tiim 6rneklerin ayni baslangi¢ (%100) ve
bitis (%0) floresan sinyal seviyelerine sahip olmalarin1 saglayan, boylece bilinmeyen
DNA orneklerinin normal 6rneklerle karsilastirilarak analiz edilmesine imkan taniyan
egrilere “normalize egri” denir (Herrmann ve ark., 2006). Bu egrilerde, x eksenindeki
“sicaklik” degerlerine karsilik y ekseninde ‘“normalize floresan” degerleri yer
almaktadir. HRM analizi yazilimi, ilk olarak ham veriyi sunmaktadir. Bu veri,
normalizasyon bdlgesini belirlememizi saglayan temel bilgidir. Denatiirasyon fazindaki
floresan sinyal siddeti degisikligi 6nemlidir. Ciinkii denatiirasyon fazinin orta noktas,
DNA orneklerinin Tm derecelerini vermektedir. Denatiirasyon fazindaki Tm derecesi
degisikliklerini analiz etmek amaciyla; HRM’den sonra manuel olarak denatiirasyon
Oncesi ve denatiirasyon sonrasi faz bolgelerinin isaretlenmesine “normalizasyon” denir.
Bu islemle, Ornekler arasindaki sicaklik farkliliklar1 elimine edilerek, ortak sicaklik
degerleri elde etmek icin egriler x eksenine dogru hareket ettirilmektedir (Wittwer ve
ark., 2003; Zhou ve ark.,2005).

Normalize egride, normal 6rnekle karsilastirildiginda homozigot genotipler igin
egrinin yerinin degismesi soz konusu iken; heterozigotlarda egrinin seklinin degismesi

mutasyonlarin yorumlanmasi agisindan 6nem tagimaktadir (Montgomery ve ark., 2007).
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Sekil 4.6. PTEN geni Eksonl normalize denatiirasyon (HRM) egrisi 36, 37 ve K-1 numarali
mutasyonlu érnekler ve kontrol kanlari
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Sekil 4.7. PTEN geni Ekson2 normalize denatiirasyon (HRM) egrisi 36, 37 ve K-1 numarali
mutasyonlu érnekler ve kontrol kanlari
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Sekil 4.8. PTEN geni Eksonl normalize denatiirasyon HRM) egrisi 36, 37 ve K-1 numarali
Mutasyonlu érnekler ve diger 6rnekler
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Sekil 4.9. PTEN geni Ekson2 normalize denatiirasyon (HRM) egrisi 36, 37 ve K-1 numarali
mutasyonlu 6rnekler ve diger 6rnekler

Artan sicaklikla meydana gelen floresan sinyali degisimlerinin tepe noktasi
(peak) olarak ifade edildigi egrilere “tiirev egri” denir. Tiirev egride, y eksenine ¢izilen
floresanin sicaklik tiirevi (—dF/dT) ile x ekseninde sicaklik derecesi yer almaktadir
(Kuzpinar, 2007). Mutasyonlu oOrneklerin Tm dereceleri normal orneklerden farkli

oldugu icin egrilerde kayma ve farkliliklar gézlenmektedir.
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Sekil 4.10. PTEN geni Eksonl tiirev egrisi (Melting Curve) 36, 37 ve K-1 numarali mutasyonlu
ornekler ve kontrol kanlari
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Sekil 4.11. PTEN geni Ekson1 Tiirev Egrisi (Melting Curve) 36, 37 ve K-1 numarali mutasyonlu
ornekler ve diger 6rnekler
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Sekil 4.12. PTEN geni Ekson?2 tiirev (melting curve) egrisi 36, 37 ve K-1 numarali mutasyonlu
ornekler ve kontrol kanlari
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Sekil 4.13. PTEN geni Ekson2 tiirev (melting curve) egrisi 36, 37 ve K-1 numarali mutasyonlu
ornekler ve diger 6rnekler

Ozet olarak; Homozigot mutasyonlar kontrollere yakin bir egriye sahiptir.
Heterozigot mutasyonlu 6rnekler kontrolden gok farkl bir egrisi vardir (Krypuy ve ark.,

2006). Calismamizda; "Rotor-Gene Series software 2.0.2" programinda prostat kanserli
olarak tanimlanan ornekler ile kontrol kanlarmmin Ct degerleri dikkate alinarak,
normalize ve tiirev denatiirasyon egrileri tek tek incelenerek yorumlanmistir. Bu
inceleme sonucunda 36, 37 ve K-1 numarali Orneklerinin mutasyon tiplerini
degerlendirdigimizde; 36 ve 37 numarali 6rneklerde homozigot mutasyon oldugu, K-1
numarali ornekte ise heterozigot mutasyon oldugu, Tm derecelerine, egri sekillerine
bakilarak saptanmistir. K-1 numarali 6rnegin saglikli olarak degerlendirmesinin olasi
nedeni heterozigot mutasyona yani tek bir allel de mutasyon yani tasiyict ozellikte
olmasindan kaynaklanabilir.

2001 yilinda insan genom projesinin tamamlanmasindan sonra birbirinden farkl
bireylerin genomlar: arasindaki benzerligin %99’dan fazla oldugu anlasilmistir (Venter
ve ark., 2001; Sachidanandam ve ark., 2001). Bu farklilik genom igersinde kodlanan ve
kodlanmayan boélgelere dagilmis yaklasik 4,5 milyon tek niikleotid polimorfizimden
(Single Nucleotide Polymorphism = SNP) kaynaklanmaktadir. Ayrica bu farkliliklar
insanlarin bir¢ok yonden farkli 6zelliklere sahip benzersiz bireyler olmasinda belirleyici
rol oynamaktadir. Bunun yaninda yine bu farkliliklar, hastaliklara yatkinlik derecesi,
ilaglara veya tedaviye olas1 yanit ve bilinen mutasyonlar ile etkilesim gibi bircok hayati

faktor lizerinde etkilidir. Fakat olas1 bir¢ok farkli tek niikleotid polimorfizim igerisinden
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hangisinin ilgili hastalik ile iligki i¢cersinde olabileceginin belirlenmesi yapilan tiim bu
calismalardaki en biiyiik gii¢liigii meydana getirmektedir (Gareth ve ark., 2005).

Kanser arastirmalar1 alanindaki gecen 30 yil, timo6r baskilayici ve onkojen
genlerin kimliklendirilmesine ve ayrica onlarin bulundugu sinyal aktarim yollarinin tarif
edilmesine izin vermistir. Bu sinyal aktarim yollarindaki segilmis genler farkli
kanserlerde siklikla kalitsal ve somatik olarak mutasyonlar bulundurmaktadir. Bu
mutasyonlar hiicrelerin homeostatik mekanizmasini degistirmekte ve uygun olmayan
hiicre boliinmesine izin vermektedir. Bunun yaninda bu mutasyonlar programli hiicre
Olimiinii (apopitozis) inhibe etmektedirler. Bu mutasyonlar aracilig1 ile hangi sinyal
iletim yolaginin insan kanserlerinin olugsmasinda rol oynadigi tanimlanmistir. Bu sinyal
yollarimin kanser olusumundaki fonksiyonlarin1 yapilan caligmalar molekiiler ve
hiicresel a¢iklamalar ile agiklamistir. Bu yolaklardaki tek niikleotid polimorfizimlerinin
kanserlesmis hiicrelerde siklikla degismesi agik bir sonuca varmamizi saglamaktadir.
Bu tek niikleotid polimorfizimleri populasyondaki kanser sikliginin belirlenmesinde,
bireylerin kansere yakalanma yasinda veya kanser tedavisine yanitta iyi adaylar olabilir.
Kanserleri etkileyen tek niikleotid polimorfizminlerini kimliklendirme, tek niikleotid
polimorfizmi yolag: yaklagimi olarak terimlendirilebilir (Ar1, 2008).

Insanlarda meydana gelen tek baz degisimleri simiflandirildiginda; C/T ve G/A
baz degisikligi goriilme siklig1 % 64, C/A ve G/T baz degisikligi goriilme siklig1 %20,
C/G baz degisikligi goriilme siklig1t %9 son olarak A/T baz degisikligi goriilme siklig1
%7'dir (Reed ve ark., 2007). HRM analizinde; C/T ve G/A baz degisikligi ve C/A ve
G/T baz degisikligi saptamak, C/G baz degisikligi ve A/T baz degisikligini
saptamaktan daha kolay olmaktadir. Cilinkii bu baz degisiklikleri normalize egride,
mutasyonlu ornekler ile kontrol drnekleriyle karsilastirildiginda agik bir sekilde farkl
bir egri gozlenmektedir ve Tm derecelerindeki sicaklik farklari 0.5 dereceden fazla
gozlenmektedir, ortalama sicaklik farki ise 1.0 derecedir (Appliedbiosystems, 2009).

C/G baz degisikligi bulunan mutasyonlu ornekler normalize egride kontrol
ornekleriyle karsilastirildiginda egrilerdeki farkliliklar kiiciik olmaktadir ve Tm
derecesindeki  sicaklik  farklart  0.2-0.5  derece  arasinda  degismektedir
(Appliedbiosystems, 2009).

A/T baz degisikligi bulunan mutasyonlu ornekler normalize egride kontrol
ornekleriyle karsilastirildiginda egrilerdeki farkliliklar kiiciik olmaktadir ve Tm
derecesindeki sicaklik farklart 0.2 dereceden diisiik olmaktadir (Appliedbiosystems,
2009).
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PTEN kromozom 10g23.3 lokusunda lokalize bir tiimor baskilayici gen olup,
gen lriinii protein tirozin fosfataz ailesine iiye bir proteindir (Li ve ark., 1997). PTEN
hem protein, hem de lipid fosfataz 6zelligine sahip bir dual fosfatazdir ve bir enzimatik
fonksiyonu oldugu bilinen ilk timor baskilayict molekiildiir (Myers ve ark., 1997)
PTEN, reseptor tirozin kinazlar tarafindan hiicre biiylimesini ve ¢ogalmasini uyaran
bliylime faktorleri ve sitokinler gibi ekstraselliiler molekiillerden aldiklar1 sinyalleri
hiicre i¢ine ileten PI3K / Akt yolaginda fonksiyon gérmektedir. Biiylime faktorleri ile
uyarilan PI3K, hiicre membranina bagli PIP2’leri fosforilleyerek PIP3’e
dontistiirmektedir. PIP3 ise, bir onkoprotein olan Akt molekiiliinii aktive eden bir ikincil
mesaj molekiiliidiir. Aktive olan Akt intrasitoplazmik pek ¢ok kinazin, transkripsiyon
faktoriiniin ve hiicre siklus regiilatorii molekiiliin fosforilasyonunu gerceklestirerek
hiicreye gelen uyaric1 sinyallerin nukleusa iletilmesini saglamaktadir. PTEN lipid
fosfataz fonksiyonu ile lipid mediator PIP3 molekiiliinii defosforile ederek
inaktiflestirmektedir. PTEN’ in timor baskilayict 6zelligi bu lipid fosfataz
fonksiyonundan gelmektedir. Hiicre i¢i PTEN diizeyinin artmasi ve buna bagli Akt
inaktivasyonu hiicre siklusunda G1 arresti ve apopitozise neden olur. PTEN fonksiyonu
olmayan hiicrelerde ise hiicre proliferasyonu artmaktadir (Myers ve ark., 1998; Kir,
2007).

Yapilan ¢aligmalarin ¢ogu gostermistir ki genetik degisimlerin niceligi ve yapisi
prostat kanserinin gelismesine ve ilerlemesine neden olabilir. Bu genlerin tanimlanmasi
prostat kanserinin ilerlemesini anlamak i¢in 6nemli bir anahtar olacaktir. Bu genlerden
en c¢ok calisilan PTEN geni olmustur. Prostat kanserindeki PTEN mutasyonlarinin
sikligiyla ilgili birgok ¢aligma arasinda farkliliklar gozlenmistir. Bunun muhtemel en
onemli sebebi calisilan popiilasyonlarin farkli olmasidir. Ornegin Gray ve ark.
(1998)’nin 20 adet ilerlemis prostat kanser dokusu, 17 adet primer prostat kanser
dokusu; toplam 37 prostat kanser dokuyla yaptiklari ¢alismada 5 adet tiimorlii dokuda
PTEN mutasyonu goriilmiis ve bu 5 doku 6rneginin 4 tanesinin ilerlemis kanser dokusu
oldugu goriilmiistiir.

PTEN ekspresyon kaybi genellikle yiiksek Gleason skoru ve artmis rekiirrens
oranmyla paralellik gostermektedir (McMenamin ve ark.,1999; Halvorsen ve ark., 2003).
Primer ve erken evre tiimorlerde PTEN ekspresyon kaybi metastatik hastaliga gore
belirgin oranda daha diisiiktiir. Bu da PTEN’ in prostat kanserinin progresyonunda
onemli oldugunu disiindiirmektedir (Whang, 1998). Dong ve arkadaslari (1998);
gleason skoru 8-10 arasinda degisen 32 prostat kanserli dokuyla yaptiklar1 ¢alismada 5
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ornekte PTEN mutasyonu goriilmiistiir. McMenamin ve arkadaslari, caligsmalarinda
olgularin %20’sinde PTEN ekspresyonunda total kayip, %64.2’sinde ise parsiyel kayip
saptamislardir ve ekspresyon kaybinin yiiksek Gleason skoru ile iliskili oldugunu
gostermislerdir.

Calismamizda kullanilan primer prostat kanserli hastalarinin gleason skoru 5-8
arasinda degisen 10 adet primer prostat kanserli doku kullanilmistir. Bu 10 adet prostat
kanserli dokuda 2 6rnegin (36 ve 37 numarali 6rnekler) gleason skoru sirasiyla 7 ve 8
dir. Calismamizda da yiliksek gleason skorunun PTEN mutasyonu ile iliskisi,
literatiirdeki caligmalarla uyumlu olarak gozlenmektedir

Orikasa ve arkadasglarmin (1998), 45 adet primer prostat kanser dokusuyla
yaptig1 calismada 18 tiimorlii dokunun 2'sinde PTEN lokusunda heterozigot kayip
oldugu go6zlenmis ancak herhangi bir Ornekte mutasyon saptanmamistir. Buda
gostermistir ki Japon halkinda primer prostat kanserinde PTEN gen mutasyonlari
gozlenmemektedir. Buna karsilik Dong ve arkadaglarinin (1998), yaptigi calismada
cesitli metastazli hastalarin 19'unun 12 sinde (% 63) en az 1 metastaz bulunan prostat
kanserli hastalarda PTEN genin en yaygin mutasyonlu gen oldugu gdsterilmistir.
Pourmand ve arkadaslarmin (2007) yaptiklari ¢alismada gleason skoru ve PSA degerleri
bilinen ve 51 prostat kanserli dokunun 6 sinda PTEN mutasyonu gézlenmistir. SSCP
yonteminin kullanildigr bu calismada 6 adet PTEN mutasyonlu 6rnegin 5 tanesinin
metastaz evresinde oldugu gozlenmistir ve bu metastazli hastalarinda 6ldiigi bilgisi
mevcuttur. Pourmand ve ark. yaptigi bu ¢alismada Iran popiilasyonunda gleason
skorunu; PTEN gen mutasyonu ve artan 6liim orani ile iligkili bulmuslardir.

Wang ve arkadaglarmin (1998) prostat kanserli hastalarda homozigot
delesyonlar1 tanimlamak amaciyla yaptigt c¢aligmada, southern blot teknigini
kullanmiglardir. 60 adet primer prostat kanserli 6rnegin 8'inde homozigot delesyon
tanimlamiglardir.

Baydar ve arkadaglarinin (2008), 69 Tiirk primer prostat karsinom olgusunda
PTEN  protein  ekspresyonu  ve  ekspresyon  degisiklilerinin  Onemini
immiinohistokimyasal yontemler arastirmislardir. Baydar ve ark. yaptig1 bu ¢aligmada
PTEN kaybinin tiiméorlerde %49' unda saptamis ve PTEN protein seviye degisikliklerine
Tiirk hastalardaki primer prostat kanserinde sik olarak rastlandigini ortaya
koymuslardir. Protein ekspresyonunda azalmanin kotii prognaza isaret eden belirleyici

olma potansiyelinde oldugunu belirtmislerdir.
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Yaptigimiz calisma Baydar ve ark. yaptig1 ¢alismayr desteklemektedir. 10 adet
primer prostat kanserli Ornekte; 2 Ornegin PTEN mutasyonuna sahip oldugu
gozlemlenmistir. PTEN genin mutasyonlu oldugu durumlarda; PTEN tiimér baskilayict
Ozelligini  gosterememektedir yani PTEN islevini  gerceklestirememektedir.
Calismamizda PTEN' in kotii prognoza isaret edip etmedigi hakkinda bir calisma
yapilmamigtir.

PTEN geni ile yapilan ¢alismalarda odaklanilan bir nokta ise PTEN' in gérevinin
inaktivasyonundan kaynaklanan; delesyonlardir (Whang ve ark., 1998; Kwabi Addo ve
ark., 2001). Son yillardaki ¢aligmalarda PTEN lokuslarindaki 100 bp civarinda genomik
delesyonlarin da yaygin olarak Prostat kanserinde oldugu goriilmiistiir ( Yoshimoto ve
ark., 2006). Heterozigot delesyonlar da primer prostat kanserinde olduk¢a yaygindir
(Yoshimoto ve ark., 2006, 2007, 2008 ). Yoshimoto ve arkadaslarinin (2007) yaptigi
calismada primer prostatli hastalarla yapilan ¢alismalarda her 10 hastadan 1 inde PTEN'
in islevinin kaybettigi anlasilmigtir. Metastatik siire¢ gecirildiginde ise bu oranin %40
oldugu goriilmiistiir. Burdan anlayacagimiz metastazla birlikte PTEN gen ekspresyonu
azalmaktadir.

Bizim yaptigimiz c¢alismada ise delesyon saptamaya yonelik bir c¢alisma
yapilmamustir.

PTEN geni ile yapilan g¢alismalarda o6zellikle endometrium, beyin, prostat,
ovaryum kanserlerinde PTEN genin inaktif oldugu bulunmustur (Cooney ve ark., 1999).
Bir ka¢ calismada, PTEN geni endometrial kanserlerde mutasyonlu bulunmustur. 6
farkli ¢alismada endometrial kanserlerin %33-%55 oraninda mutasyonlu oldugu
gosterilmistir (Ali ve ark., 1999)

Myriad genetigin 2010 yilinda yaptig1 calismada; prostat bezinin bir kism1 yada
tamaminin alinmasindan (prostatemik) sonra 5 yil verileri takip edilen 132 hastadan
alinmis  prostat timor dokuyla calisilmistir. PTEN  protein  ekspresyonu
immunohistokimyasal yontemi ile belirlenmis ve bu hasta grubundaki prostat kanserinin
biyokimyasal niiksii tahmin edilmistir (p degeri= 0.0046). Ek olarak PTEN gen ve
PTEN fonksiyon kaybi analizi timor evresi belirlendikten sonra istatistiksel olarak
anlamli diizeyde hasta sag kalim sonucu tahmin edilmistir (p degeri= 0.009). Bu
heyecan verici ¢alismanin bulgulari, prostat kanserinde PTEN genin roliiniin 6nemini
kanitlamaktadir ve PTEN genin ekspresyonu prostat bezinin bir kism1 ya da tamaminin
alinmasindan sonra prostat kanserinin niiks etmesi riski olan hastalarin

degerlendirmesinde klinik olarak kullanilabilir oldugu belirlenmistir.
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Calismamizin histopatolojik sonuglarina baktigimizda calistigimiz prostat
kanserli Orneklerin primer prostat kanseri oldugu goriilmektedir. Caligmamizda
metastaz evresine ge¢mis bir Ornek bulunmamaktadir. Metastatik slirecin PTEN
mutasyonu tizerinde etkisi olup olmadig1 arastirilmamistir.

Carracedo ve arkadaslarinin (2011) yaptigi ¢alismada tiimoriin ilerlemesinde ve
gelisiminde PTEN seviyesindeki degisimler onemli rol oynarken ayni zamanda
kanserin onlenmesi ve tedavisi i¢inde 6nemli rol oynadigin1 gostermislerdir. Tan ve
arkadaglarinin (2012) ¢esitli kanser tipleriyle yaptiklar1 ¢alismada PTEN mutasyonlu
hastalarda yasamlar1 boyunca bu kansere yakalanma riskinin arttigini bulmuslardir ve
PTEN mutasyonu olan hastalarin kapsamli bir gozetime tabi tutulmasi gerektigini
soylemislerdir. Li ve arkadaslarinin (2011) yaptigi ¢alismada epitel HO-1 ekspresyonun
ve PTEN delesyonlarinin prostat kanserli hastalarla iligkili oldugunu klinik ve deneysel
olarak gostermisglerdir.

PTEN timor baskilayict genin cesitli kanser tiplerindeki rolii caligmalar
neticesinde acik¢a ortaya koyulmustur. Prostat kanseri ile PTEN geninin iligkisi de bu
zamana kadar yapilan calismalar ile ortaya ¢ikarilmistir. Calismamizda, prostat kanserli
hastalardaki PTEN mutasyonlar1 yeni bir teknik olan HRM analizi ile belirlenmis ve
yapilan g¢aligmalarla uyumlu olarak PTEN mutasyonu ile prostat kanseri arasindaki
iliski gézlenmistir.

SSCP islemi ilgilendigimiz DNA bolgesinde herhangi bir mutasyon olup
olmadigini test etmeye yarayan gli¢lii tekniklerden biridir. SSCP yonteminde amplifiye
edilen hedef DNA tek zincir haline getirilerek her bir tek zincirin, baz uzunlugu ve baz
kompozisyonuna goére farkli ikincil yap1 kazanmasi ve bdoylelikle poliakrilamit jel
elektroforezinde farkli hizlarda yiirlimesi esasina dayanir. Tek zincir DNA ¢ift zincir
DNA’nin aksine esnek olup, baz kompozisyonuna gore molekiil ici etkilesimlerle 6zgiin
bir yap1 kazanir (Orita ve ark., 1989). Hedef DNA 06rnegi tek bir baz bile degisiklik
gosterse farkli ikincil yapr kazanacaktir ve jelde yiiriitiildiigiinde hedef DNA saglikli
kontrollerden farkli seviyede bant gosterecektir.

Daha once laboratuarimizda prostat kanserli orneklerde SSCP yontemi ile
mutasyon tanimlamak i¢cin PTEN geni Eksonl ve Ekson2 primeri kullanilarak arastirma
yapilmistir. Yapilan ¢aligma sonucunda Eksonlde bir mutasyon saptanamazken, ekson2
de; 27, 36, 37, 44, 46 numaral1 6rneklerde mutasyon oldugu gézlemlenmistir.

Mutasyon tanimlama i¢gin HRM yontemi kullandigimiz bu calismamiza

baktigimizda; 27 numarali 6rnegin ¢alismadigi, 36 ve 37 numarali 6rneklerin ise eksonl
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ve ekson2 de HRM sonugclarina goére mutasyonlu oldugu, 44 ve 46 numarali drneklerin

ise calismamiza dahil edilmedigi goriilmektedir.

M 6 27 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47

Sekil 4.14. Prostat kanserli 6rneklerin PTEN geni Ekson2 ile amplifiye edilmis SSCP goriintiisii

HRM analizi; basitligi ve kisaltilmis is akist haliyle SSCP gibi mutasyon
tanimlama analizlerine gore iistiin durumdadir. Yapilan ¢aligmalar géstermistir ki HRM'
in hassaslig1 %100 ve segiciligi ise %98.7'dir (Patel, 2009). SSCP analizinin hassaslig;
DNA konsantrasyonu, incelenen fragmentlerin uzunlugu, elektroforez 1sisi, jel
kompozisyonu, kullanilan tampon ve pH gibi bir¢ok parametreden etkilenebilir (Gasser,
1997; Hongyo ve ark., 1993). Fragmentlerin boyu SSCP analizinin hassasligi tizerinde
en etkili faktorlerden birisidir. Bu teknik ile 100-200 bp’lik fragmentlerdeki
mutasyonlarin belirlenme oran1 %50- 95°tir. SSCP yOnteminin diisiik pH’de tamponlar
kullanilmast nedeniyle uzun fragmentlerin tercih edilememesi, mutasyonlarin % 10-20
tespit edilememesi, radyoaktif ve mutajen Ozellikli kimyasallarin kullaniimasi
mutasyonlarin saptanmasi i¢in jel ya da matriks ayrimina gerek duyulmasi ve analiz
stiresinin en az 4-5 saat olmasi ve mutasyonu tanimlamak i¢in dizi analizi gerektirmesi
gibi ¢esitli dezavantajlar1 vardir. Yapilan son ¢alismalar (Ujino-lhara ve ark., 2010;
Tricarico ve ark., 2011; Jas ve ark.,, 2012) HRM analizinin SSCP analizine olan
Ustiinliigiini géstermistir. Bu ¢alismalarla uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da SSCP
yontemi ile tanimlanamayan mutasyonlar HRM analizi ile tanimlanmistir. HRM analizi
ile mutasyon tarama yontemi kisa bir siirede gergeklesirken, SSCP yontemi oldukga

uzun bir zaman almistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Sonuglar

Patolojik ¢alismalar sonucunda prostat kanserli olarak tanimlanmis 10 adet doku
ornegi ve saglikli olarak tanimlanmis 5 adet kan 6rnegi kontrol olarak kullanilmis ayrica
pozitif kontrol i¢in B-Aktin kullanilanarak Real-Time PZR cihazinda HRM c¢alismasi
yapimistir. Cift zincirli DNA’ya baglanma 06zelligine sahip floresan boya olan
EvaGreen varliginda PZR yapildi ve yiiksek ¢oziniirliiklii DNA denatiirasyon egrileri
elde edilmistir.

Primer prostat kanserli Tiirk hastalarda PTEN gen mutasyonu (Eksonl ve
Ekson2) 2 adet prostat kanserli doku orneginde goriilmiistiir. Ayrica kontrol olarak
kullandigimiz, saglikli birey olarak tanimlanan 1 adet kan 6rneginde ise PTEN gen
mutasyonu goriilmiistiir.

Calismamizda pozitif kontrol olarak kullandigimiz B-Aktin Real-Time PZR
sonuclar1 ile nanodrop degerleri kantitatif olarak karsilagtirildiginda ise sonuglarin
birbiriyle uyustugu gozlenmistir. 1 6rnek disinda (27 numaral 6rnek) biitiin 6rneklerin
diizgiin calistig1r gbzlenmistir. 27 numarali 6rnegin DNA kalitesinin diisiik oldugu
nanodrop sonuglarina gére de dogrulanmis yada reaksiyon tiipiinde DNA bulunmadigi
disiiniilmektedir ve gleason skoru, 4'lin {istiinde oldugu igin (7) kanser oldugu
muhtemeldir.

Heterozigot ve homozigot dizi farkliliklar1 normalize ve tiirev egrilerin analiz
edilmesiyle belirlenmistir. Mutasyon tasiyan Ornekler, normal o6rneklerden egrilerin
sekline ve durumuna gore ayirt edilmistir.

Hastalarin tan1 anindaki PSA seviyeleri ile genotip arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir iliski bulunamamistir. Olgularimizin ulasilan klinik verileri ile genotipler
arasinda herhangi bir iliski olup olmadigini da istatistiksel olarak sorguladigimizda
istatistiksel bir anlamlilik bulanamamustir.

Daha once laboratuarimizda prostat kanserli o6rneklerde SSCP yontemi ile
mutasyon tanimlamak i¢in PTEN geni Eksonl ve Ekson2 primerleri kullanarak yapilan
calismayla HRM sonuglar1 karsilastirilmistir. SSCP ¢aligmasi sonucunda Eksonl de
mutasyon gozlenmezken Ekson2 de mutasyonlar gézlenmistir. HRM analizi sonucunda

ise her iki eksonda da mutasyonlar gézlenmistir.



59

HRM teknigi, hasta bireylerde SNP mutasyonlarim1 tanimlamak ve saglikli
kontrol drneklerinin kantitatif ve kalitatif analizlerinin tespit edilmesi i¢in geleneksel ve
jele dayal1 yontemlerden olan SSCP ve RFLP kiyasla daha etkili, spesifik, ekonomik ve
kisa siiren bir teknik oldugu arastirma da kanitlanmistir. HRM yontemi, son yillarda
insanlarda hastaliklarla iligkili olan genlerin tanimlanmasinda ve gen haritalariin

cikartilarak genotip tayinlerinin yapilmasinda da kullanilmaktadir.
5.2. Oneriler

B-Aktin, housekeeping gen sabit seviyeler de eksprese olmasina ragmen diger
housekeeping genler deneysel kosullara bagli olarak degiskenlik gosterebilir. Yapilan
caligmamizda - Aktin tutarli housekeeping gen oldugu tanimlanmistir. Caligmalarda -
Aktin housekeeping geninin pozitif kontrol olarak kullanilmasi 6nerilmektedir.

HRM tekniginin daha hassas daha etkin ¢alismasindan, calismalarin kisa siirede
tamamlanmasindan,  mutasyon tiplerinin = denatiirasyon  egrilene  bakilarak
saptanabilmesinden dolayr SSCP teknigi yerine; HRM tekniginin mutasyon tarama
calismalarinda kullanilmasi 6nerilmektedir.

Yapilan ¢alismalar da; prostat kanserinde PTEN genin roliiniin 6nemi
kanitlanmaktadir. Tiirk hastalarda; PTEN genin prostat kanserinde ki 6neminin ve
islevinin anlagilmasi i¢in daha genis ¢aligmalarla metastaz durumuna ge¢mis dokularda
PTEN geninin ekspresyon ve mutasyon durumunun arastiritlmasi ve buna bagli olarak
PTEN geninin genetik bir marker olarak Tirk popiilasyonunda kullanilip

kullanilmayacag1 yoniinde ¢aligmalar tetiklenmelidir.
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