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Ozet

Hiicre nekrozu, programlanmis hiicre 6limi (apoptoz) gibi
nedenlerden dolay! dolasima katilan ve dolagim sisteminde plazma ya
da serum orneklerinin saflastirilmasi ile elde edilen, hiicre bagimsiz,
ciplak, cift sarmal yapili DNA'ya serbest DNA (sDNA) adi verilmektedir.
Yaklasik olarak 130 yil 6nce varligi savunulmasina ragmen, son 20 yilda
onemi daha iyi anlasilmis ve Hematoloji, Kadin Hastaliklari ve Dogum,
Uroloji, Onkoloji, Cerrahi, Néroloji gibi tibbin bircok alaninda yogun
calismalarin yapildigi érnekler arasinda yerini korumaktadir. Bu derlemede;
Serbest DNA nedir? Hangi alanlarda daha yogun calisiimaktadir?
Gelecekte tani ve tedavide umut vaat eden sonuglar vermekte midir?
gibi sorularin cevaplanmaya calisildigi literatir bilgileri 6zetlenmeye
cahsildi.

Anahtar Kelimeler: Serbest DNA, Apoptoz, Nekroz, Genetik tani.

Abstract

The cell-free, nude and double helix structured DNA, which joins
circulation for reasons such as cell necrosis and programmed cell death
(apoptosis) and is obtained by the purification of plazma or serum
samples in the circulatory system, is called Free DNA (fDNA). Although
it is advocated to have existed approximately 130 years ago, its
importance has been understood better for the last 20 years, and it
preserves its place among the cases in which intensive studies are
made in many fields of medicine such as Hematology, Gynecology and
Obstetrics, Urology, Oncology, Surgery and Neurology. In this collection,
it will be intended to summarize literature information wherein it is
intended to answer questions such as what Free DNA is, in which fields
it is studied more intensively and whether it yields promising results
in diagnosis and treatment for the future.
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Giris

Serbest DNA (sDNA); hiicre nekrozu, programlanmig
hiicre 6limi (apoptoz) vb nedenlerden dolay! dolasima
katilan ve dolasim sisteminde plazma ya da serum
orneklerinin saflastiriimasi ile elde edilen, hiicre bagimsiz,
ciplak, cift sarmal yapil DNAdir (1). Son 20 yil iginde
onemi daha anlagilarak saglik ile ilgili birgok alanda
yodun calismalarin yapildigi 6rnekler arasinda yerini
korumaktadir (2-6). Erkeklerde bireyin kendine ve
herhangi bir enfeksiyon gegirdi ise enfeksiyon etkenine
ait DNA ya da DNA'lar saptanabilirken, bayanlarda
bunlarin yaninda hamile ise fetusa ait ya da iz halinde
de olsa onceki fetuslara ait DNA'nin bulundugu da
saptanmistir (4). Hamilelik esnasinda, anneden izole
edilen giplak DNA'nin yaklasik olarak %95'i anneye ait
iken %05’ fetus’a ait olup serbest fetal DNA (ffDNA)
adini alir. Saglikh bir hamilelik gegiren 1ml anne kaninda
genellikle 1 adet fetal hiicre bulunmakla beraber patolojik
hamileliklerin gogunda bu oranin arttigi gosterilmistir
(7,8).

Serbest DNA'nin Tarihgesi

Dolagimda serbest DNA'nin varligi 60 yil 6nce Mandel
ve Metaisin tarafindan goésterilmesine karsin, ilk kez
1893 yilinda Alman Arastirmaci Schmorl tarafindan
Eklemside-plasental orjinli ve gok nukleuslu hiicrelerin
varhdi ile kayitlarda yer almistir (9). 1908 yilinda
Mechnikov fagositozu gostererek Nobel 6édilind
kazanmasi, 1964 yilinda nekrozun tanimlanmasi ve
1966'da otoimmun hastaliklardan biri olan Sistemik
Lupus Eritematus (SLE)'da hastalarin serumunda
gosterilmesi izlemistir (10). Kanserli hastalarda da
serbest DNA'nin belirlenmesi ve tiimérlerle ilgili genetik
degisikliklerinde bu DNA &rneklerinde gosterilebilmesi
O6neminin daha da artmasina yardimci olmustur (2-
5,11). 1997 yilinda anneye ait plazma &érneklerinde
fetusa ait DNA varlidinin gosterilmesi, hamilelikte
patolojik farkliliklarin ayirt edilmesine yardimci faktor
olarak kullanilabilecedini gdstermistir (8,12).
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Farkli hastalik gruplarinda yapilan galismalarda elde
edilen sonuglar serbest DNA yardimiyla hastaliklarin
biyolojisini anlamamiza, klinik tani ve hastalik prognozunun
izlenmesinde yardimci roliiniin bulunabilecegini
gostermistir (1-13).

Serbest DNA kaynaklari nelerdir veya neler
olabilir?

Yapilan bir cok arastirmada serbest DNA'nin kdkeni
olarak hiicrelerde gergeklesen apoptoz yada nekroz
olaylari oldugu tizerinde durulmus olsa da dolasimdaki
serbest DNA nin codunlugunun apoptoz sonucu ortaya
¢iktigini diisinmek biraz gigtiir (14,15).

Hiicreler neden oliir?

Sorusunun yanitini bulmak énemlidir. En énemli
olabilecek ilk neden; organizma igin gereksinimi olmayan
hicrelerin ortadan kaldiriimasidir. Gelisim sirasinda
dokunun yapisal seklinin saglanmasi ve yasam stiresince
dokunun ayni buyuklik ve sekilde kalmasi ile gelisim
sirasinda ve yetiskin dénemde hiicre sayisinin sabit
tutulmasi ancak bu sekilde saglanabilir. Ikinci neden
olarak ise; organizmadaki hasarlanmis hicrelerin
uzaklastirilma zorunlulugu (virus infekte hiicreler, DNA
hasari) gosterilebilir. Tablo 1'de farkl hiicre 6lim tiplerinin
ozellikleri yer almaktadir (16).

Tablo 1. Farkl hicre 6lim tiplerinin ozellikleri (16).

Pehlivan ve ark.

Apoptozis, hiicre 6limiini baslatacak 6zel intihar
sinyallerini igeren fizyolojik bir slrectir. Genetik olarak
dizenlenir. Embriyogenez, yaglanma ve hastaliklar gibi
biyolojik stireglerde rol alir. Istenmeyen, hasarl ya da
bozulmus hiicrelerin ortadan kaldiriimasini saglayan bir
fizyolojik 6lim gesididir. Nekroz ise hiicresel hasara karsi
olusan patolojik bir yanit olarak tanimlanabilir. Apoptoz
ile nekroz olusumu arasinda 6nemli farkliliklar vardir (16).
Bu farkliliklar;

1. Yol agan nedenler agisindan 6nemlidir. Nekroz; iskemi,
hipertermi, hipoksi, litik viral infeksiyon, yliksek
konsantrasyonda toksisite ve siddetli oksidatif stres
tarafindan meydana gelirken, apoptozise; bliytime faktori
eksikligi, hiicre yaslanmasi, kanser ilaclar, teratojenler,
radyasyon, yiiksek doz Gluko-kortikoid kullanimi, fas ya
da Timor Nekroz Faktor-1 reseptorlerinin aktivasyonu
ve sitotoksik T lenfositler neden olabilmektedir.

2. Morfolojik ozellikler agisindan farkhhklar bulunur.
Nekrozda; hiicresel hasara patolojik yanit vardir. Hiicre
sismesi, mitokondriyal hasar, plazma membrani pargalanir,
hiicre icerigi disariya gikar ve genel inflamator yanit
olusur. Apoptozisde; intihar sinyallerine fizyolojik yanit
vardir. Kromatin kondenzasyonu (DNA kiriklart), hiicresel
biizlisme, blebbing ve fagositoz meydana gelir (Sekil 1
aveb) (17).

Hiicre Oliim Morfolojik Degisiklikler Biyokimyasal
Tipi Nukl —! !ml— Sitopla Ozellikler
Apoptozis Kromatin Blebbing Apoptotik cisimler Kaspaz bagimli
kondensasyonu, DNA
ladder
Otofaji Kismi kromatin Blebbing || Otofajik vakuollerin || Kaspaza bagimh degil;
kondensasyonu, DNA artisl Lizozomal aktivite artisi
ladder yok
Mitotik Mikronukleus olusumu; S Kaspaza badimli degil
katastrof [ nuklear fragmantasyon (erken safhada);
(felaket) anormal CDK1/siklin b
aktivasyonu
Nekroz Nuklear DNA nin  ||Sisme; kirilma | Vakuollesme artisi; -
tesaduifi yigilimi ve organel yikimi;
yikimi mitokondriyal sisme
Yaslanma | Belirgin heterokromatik Yassilasma ve SA-B-gal aktivitesi
yapi granulasyon
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a)

Sekil 1. Nekroz (a) ve apoptozun (b) hicresel gérinimi (17).

3. Biyokimyasal 6zellikler agisindan 6nemli farkliliklar
gosterirler. Nekrozda; Iyon dengesi bozuklugu olur, ATP
gerekmez ve DNA rastgele pargalanir (Jel elektroforezinde
smear). Apoptozisde; kontrollii bir mekanizma rol alir,
ATP gerektirir ve DNA kiriklar (jel elektroforezinde ladder)
meydana gelir. Sekil 2'de apoptoz ve nekroz olusumu
sonucunda meydana gelen DNA pargalanmasi yer
almaktadir (Sekil 2).

a) b)
time (hr)
1]

Sekil 2. Nekroz olusumu, apoptoz olusumu ve olusum
mekanizmasi sonucundaki DNA'nin agaroz jel elektroforezdeki
goriinimi. a) Nekroz, b) Apoptoz, c) Apoptozun sematik
gosterimi (17).

Pehlivan ve ark.

Apoptoz sonucunda goriilen DNA degradasyonunda
kromozal DNA 50-300 kb uzunlugunda parcalara
ayrilmakta ve daha sonrasinda 180-200 b¢'lik daha ufak
parcalara boliinmektedir. Ayrica radyoterapi kemoterapi
ya da dider kanser tedavilerinin hedefi kanserli hiicrelerde
apoptozu indiiklemektir. Tedavi sonrasinda serbest DNA
diizeylerinde gozlenen duisiis serbest DNA kdkeni hakkinda
nekrozun daha onemli oldugu hipotezini destekler
niteliktedir. Ayrica lenfositlerin kiltir ortamlarina cift
sarmal DNA saldiklari da gozlenmistir. Su halde serbest
DNA'nin birgok farkli kdkene sahip oldugunu fakat en
o6nemli kaynagin nekroz oldugunu bunu daha sonra ciddi
miktarlarda apoptoz mekanizmasi ve hiicrelerden direkt
serbest DNA salinmasi ile gerceklestigini belirtebiliriz
(16).

Serbest DNA nasil elde edilir?

sDNA calismalarinda, alinan kan 6rnedinin hangi
kosullarda saklanacadi ve hangi protokol igin kullanilacadi
mutlaka dnceden belirlenmeli ve gerekli kosullar
saglanmalidir. sDNA serumda hiicreden badimsiz olarak
bulundugundan, hiicreyi parcalama, lipit ve proteinleri
uzaklagtirma gibi islemlere gereksinim duyulmadan direkt
olarak plazma ya da serumdan DNA elde edilmektedir.
Dolayisiyla klasik izolasyon yéntemlerinin kullanimina
ihtiyac yoktur (18,19).

Plazmadan sDNA izolasyonunda, olgudan alinan kan
ornedi steril EDTA'll tliplere aktarilarak en fazla 2 saat
icerisinde plazma ayristiriimahdir. Ayristirma islemine
kadar oda isisinda (18-22°C) bekletilen kan érneklerinden
plazma ayirmak igin iki basmakli santrifiij uygulanir (800
g 10 dk, 1600 g 10 dk). Lokosit kaynakh DNA’larin
karismasini 6nlemek bakimindan kan alindiktan sonraki
bekleme siiresi ve iki agamali santrifiij islemi 6nemlidir.
Elde edilen plazma orneklerinden sDNA eldesi miimkiinse
hemen yapilmali ya da -80 °C'de muhafaza edilmelidir
(5). sDNA eldesi igin viral DNA izolasyon kiti (Hohaus S)
ile periferal kandan DNA eldesi igin kullanilan kitlerin yani
sira triton X-100'Un kullanildigi fenol-kloroform-izoamilalkol
(THP) izolasyon protokolii de kullanilabilmektedir (1,5).

izole edilen sDNA'nin kaynagini saptamada; erkek
fetal DNA icin Y kromozomuna 6zgtil oligonikleotidler
ile PCR analizi yapilir ya da dolagimdaki DNA'ya katilan
maternal plazma érneklerinin tespiti igin globin genine
ait oligoniikleotidler ile analizler yapilabilir (4,15).
Metilasyon 6zelliklerine bakilarak sDNA'nin kanser hiicresi
kokenli olup olmadigi saptanabilir (1,2,20). sDNA
galismalarinda en énemli problem l6kosit kaynaklt DNA'larin
yol actig yalanci pozitif sonuglarin olusmasidir. Bu nedenle
kontaminasyondan korunmaya 6nem verilmelidir (2,5,7).
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Serbest DNA galismalarinin en yogun yapildig:
hastaliklar

Literatlire baktigimizda serbest DNA konusunda
30.000'nin Gzerinde yayinin bulundugu ve bu yayinlarin
%380'inin son 10 yilda yapilmis oldugunu gérmekteyiz.

Gebe kadinlarin plazmasinda bulunan serbest fetal
nikleik asitler prenatal tani lGzerinde 6nemli bir etki
yaratarak Noninvasive pretanal taninin énini agmistir
(4,7,21,22). Maternal dolasimda bulunan hiicre disi
serbest fetal DNA'nin ve dolayisiyla da RhD geninin tespit
edilmesi bebegin Rh durumunun non invaziv bir metodla
tespitini mimkiin kimakta, Rh uygunsuzlugu olan gebelere
bebek Rh durumu ortaya konarak gerekiyorsa anti-D
uygulamasi yapilmasi sadlanabilecektir (23). Preeklemsi,
tekrarlayan distikler gibi patolojik hastalarda giplak DNA
miktarindaki artisin endotelial fonksiyon bozuklugunun
temel nedeni olabilecedi kanitlanamamakta beraber
inflamatuar sitokinlerin ve reaktif oksijen tiirlerinin hicresel
membranda ve DNA'da hasara neden olabilecegi
aciklanmigtir. Bunu kanitlayan ve desteklemeyen
calismalarda literatiirde hizla artmaktadir (8,12,15,24,25).

Over kanserleri ile serbest DNA diizeyleri iligkisini
arastiran galisma sonucunda; epitelyal overyan kanserlerde
operasyon oncesi donemde serbest DNA diizeylerinde
ciddi bir artis oldugu saptanmistir. Ayrica hastaligin
mortalite hizi ile ilgili &nemli fikirler vermektedir (26).
Endometriyal kanserde serbest DNA, p53 antikoru ve
KRAS gen mutasyonlari arasindaki iliskiyi arastiran bir
calismada; tip 1 endometrial kanserlerde KRAS gen
mutasyonu ve p53 antikor diizeylerinin ikili testi, tip II
endometriyal kanserlerde ise p53 antikor dlzeyleri ve
serbest DNA ikili testinin hastaliklarin erken tanilanmasinda
fayda saglayacadi saptanmistir (3). Prostat kanserinde
metastatik yayihm ve serbest DNA oranlari iligkisinin
arastirildidi calismada; hastalarda saptanan serbest DNA
diizeylerinin sayet lenf nodu ya da uzak doku metastaz
varsa ciddi oranlarda artis gosterdigi saptanmistir (27).
Kolorektal kanserlerin erken teshisinde serbest DNA
diizeyleri ve karsino embriyonik antijen (CEA) arasindaki
iliski Gzerine yapilan caligma sonucu; ozellikle de CEA
diizeyleri ile birlikte ikili bir test olarak kullanildiginda
serbest DNA diizeylerinin erken teshisde 6nemli bir rol
oynadigini géstermistir (2). Otoimmun hastaliklardan
Multipl Skleroz (MS) ve SLE'de yapilan calismalarda
serbest DNA bazli biyomarkerlerin gelecek calismalarda
yangisal hastaliklara ve diger nérolojik rahatsizliklara
sahip hastalarda kullanilabilir oldugu ortaya konmustur
(10,28). Kardiyo vaskuler hastaliklarin en énemlilerinden
olan akut pulmoner embolide (APT) serbest DNA oranlari
iliskisini konu alan arastirmalarda; hem kopekler hem de
insanla yapilan calismalarda plazma serbest DNA
konsantrasyonlarindaki artisin APT'nin ciddiyeti ile orantili
oldugu gosterilmis ve APT sonrasinda saptanan plazma
serbest DNA konsantrasyonlarindaki artisin en muhtemel
kaynadi pihtilar olarak gosterilmistir (29).

Pehlivan ve ark.

Hamile ve hamile olmayan bayanlarda viicut kitle
indeksi ve serbest DNA oranlari tizerine yapilan bir calisma
sonucunda, serbest DNA dlizeyleri ve vicut kitle indeksi
arasinda bir iliski gézlenmemistir (4).

Farkli organizmalarin olusturdugu enfeksiyonlarin
daha hizl belirlenebilmesi, 6rnedin; insan plazmasinda
serbest sistosoma DNA'sI tayini ile sistosomiyasis tanisi
konulmasi Uizerine yapilan arastirma sonucunda; serbest
parazit DNA's| tayininin hastaliin en erken dénemlerinde
dahi diger tiim tani testlerinden daha hizli ve dogru
sekilde tani koydugunu gostermistir (6) Yogun bakimda
tedavi goren hastalardan izole edilen plazma DNA
konsantrasyonundaki artisin mortalite ve sepsisle iligkili
oldudu bildirilmistir (30).

Gelecekte serbest DNA saglik alaninda ise
yarayabilir mi?

Serbest DNA; basta kanser, kadin hastaliklari ve
dogum olmak {izere hemen hemen tiim alanlarinda biiyiik
6nem arz edecedi dusiiniimektedir. Serbest DNA tayininin
daha ucuz ve hizlh metodlarla yayginlasmasi sonucu,
hastaliktan ziyade hastalarin retrospektif anamnezlerinin
tayininde, genetikgilere ugsuz bucaksiz imkanlar
saglayabilecektir. Dolagimdaki serbest DNA'nin kantitatif
analizi yonteminin uygulanabilir hale gelmesiyle birgok
kanser tlriinde daha hizli tani konmasi ve tedavinin
yonlendirilmesinde yardimci olabilecektir. Ayrica birgok
kanser tiirii icin de tarama testi olarak kullanilabilecektir.
Serbest DNA hastaliklarin tani, tedavi ve tedavi sonrasinda
yapilacak calismalar icin kullanilabilir. Orneklerin
karsilastirlmasinda; operasyon 6ncesinde ve sonrasinda
olusabilecek farkliliklari karsilastirmak ve saptamak igin
ayrica normal ve hasta 6rneklerini karsilastirmak igin
kullanilabilir. Bunun yaninda ¢zellikle prenatal hatta
antenatal donemlerdeki genetik danismanlik konusunda;
hem anneye hemde fetal stres olusturmadan dogru ve
kesin tanilar konulmasi imkani dogacak, obstetrik genetik
danismanlik konusunda yeni g¢ag acabilecektir.

Tdm bunlarin yaninda sayet yeterli hassaslikta ve
siratte kalitatif dlglimler yapabilecek ve de en énemlisi
giderek bir ticarethaneye donilsen saglik sektériinde
“costeffective” olabilecek kitler gelistirilebildigi takdirde
kanser ve yabanci organizmalarin (parazit, virlis, bakteri)
neden oldugu hastaliklarin tayini, prognostik
degerlendirilmesi ve mortalite risklerinin saptanmasinda
yine ¢ok dnemli faydalar saglayabilecektir. Ayrica bir
baska kullanim alani da kriminal dedektifler, adli ve
transplantasyon patolojisi olabilecektir.

Sonug olarak, serbest DNA galigmalari giinliik
hayatimiza tamami ile entegre oluncaya kadar mercek
altinda tutulmasi, itina ile tzerinde durulup gelistirilmesi
gereken; modern tipta tipki mikroskobun, penisilinin ya
da insan gen haritasinin gikartiimasi kadar énemli gigirlar
acabilecek bir analiz yéntemi olarak kullanilabilecektir.
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