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OZET

SERUM HYALURONIDAZ DUZEYLERININ PROSTAT KANSERIi VE BENiGN
PROSTAT HiPERPLAZISINDE DiYAGNOSTIiK ONEMIi

Amag: Calismada amacimiz serum hyaliironidaz (HYAL) diizeylerinin prostat kanserini (PK)
benign durumlardan ayirt edebilme giiciinii arastirmak ve PSA ile karsilagtirmak, serum
HYAL aktivitesi (HYALa) oOl¢tim yonteminin klinik ve analitik performansini
degerlendirmek, HY AL aktivite ve kiitle 6l¢timlerinin klinik performansini karsilastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamiz yeni tani alan, yas dagilimi esit 37 PK, 72 benign prostat
hiperplazisi (BPH) ve 53 kronik prostatit (KrP) hastas1 ile 49 saglikli kontrol hastasini
icermektedir. PK disindaki kanserler, karaciger hastaligi, romatolojik hastaliklar, kollajen
doku hastalig1 ve dermatolojik rahatsizliklar dislandi. Sonugta 33 PK, 63 BPH, 45 KrP hastas1
ve 30 kontrol grubu ¢alismaya dahil edildi. PK’nin prognostik parametrelerle iligkisi 37 PK
hasta verisinden yapildi. Serum HYALa o6l¢iimiinde Morgan-Elson kolorimetrik tayin
yontemi kullanildi. Serum HY AL konsantrasyonu (HYALc) ELISA yontemi ile tayin edildi.
Klinik performansin degerlendirilmesinde biyopsi sonuglart esas alinarak ROC analizi yapildi
ve optimum kesim degerleri hesaplandi. Bu kesim degerlerine gore HYALa, HYALc ve PSA

diizeylerinin duyarlilik ve 6zgiilliikkleri belirlendi.

Bulgular: PK hastalarinda serum HYALa, HYALc ve total PSA degerleri kontrol grubu ve
benign hasta gruplarina gére anlamli yiiksek bulundu (p <0.05). Tim gruplarda, serum
HYALa ile PSA arasinda pozitif yonde zayif korelasyon (r=0.405, p <0.05, n=171); HYALc
ile PSA arasinda pozitif yonde zayif korelasyon saptandi (r=0.344, p <0.05, n=88). PSA
degeri gri zonda (4-10 pg/L) olan PK hastalarinda serum HYALa ve HY ALc’nin diger benign
hasta gruplarina gore anlamli yiikseklik gosterdigi bulundu (p <0.05). ROC analizinde AUC
HYALa, HYALc ve PSA igin sirasiyla, 0.866 (%95 CI1=0.807-0.926); 0.826 (%95 C1=0.719-
0.933) ve 0.813 (%95 CI=0.718-0.908) bulundu. Duyarlilik ve 6zgiillik HYALa igin %88,
%71; HYALc igin %82, %89; PSA i¢in %79 ve %71 bulundu. HYAL aktivitesi ile kiitle

6l¢limii arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon saptandi (r=0.743; p <0.01).

Sonu¢: PK hastalarinin degerlendirilmesinde HYALa veya HYALc Olglimlerinin PSA,

muayene ve TRUS bilgileriyle kombine edilmesi yararl olabilir.

Anahtar Kelimeler: Hyaliironidaz, Hyaliironik asit, Prostat kanseri
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ABSTRACT

DIAGNOSTIC SIGNIFICANCE OF SERUM HYALURONIDASE LEVELS IN
PROSTATE CANCER AND BENIGN PROSTATIC HYPERPLASIA

Aim: The aim of this study was to investigate the ability of serum hyaluronidase (HYAL)
levels to distinguish prostate cancer (PC) from benign conditions.

Materials and Methods: Our study included age-matched 37 newly diagnosed PC, 72 benign
prostatic hyperplasia (BPH), 53 chronic prostatitis (CrP) patients according to biopsy results
and 49 healthy control patients. Other cancers, liver disease, rheumatologic diseases, collagen
tissue disease and dermatological disorders that could increase serum HYAL levels were
excluded. Finally, 33 PC, 63 BPH, 45 CrP patients and 30 control groups were included in the
study. The relationship of PC with prognostic parameters was obtained from 37 PC patient
data. Morgan-Elson colorimetric method was used to measure serum HYAL activity
(HYALa). Serum HYAL concentration (HYALc) was determined by an ELISA method. ROC
analysis was performed based on biopsy results and optimum cut-off values were calculated.
Sensitivity and specificity of HYALa, HYALc and PSA levels were determined according to
these cut-off values.

Results: HYALa, HYALCc and total PSA levels were found to be significantly higher in PC
patients compared to control and benign patients (p<0.05). In all groups, there was a relatively
weak positive correlation between HYALa and PSA (r=0.405, p<0.05); HYALc and PSA
(r=0.344, p<0.05). HYALa and HYALc was found to be significantly higher in PC patients
with PSA values in gray zone (4-10 pg/L) compared to other benign groups (p<0.05). In ROC
analysis, AUC for HYALa, HYALc and PSA were 0.866 (%95 C1=0.807-0.926); 0.826 (%95
CI1=0.719-0.933); 0.813 (%95 CI=0.718-0.908), respectively. Sensitivity and specificity were
found for HYALa, HYALc and PSA as 88%, 71%; %82, %89; 79%, 71%, respectively. There

was a positive correlation between HY AL activity and mass measurement (r=0.743; p<0.01).

Conclusion: Combining HYALa or HYALc with PSA, physical examination and

ultrasonography data may be useful in the evaluation of PK patients.

Key Words: Hyaluronidase, Hyaluronic Acid, Prostate Cancer
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1. GIRIS VE AMAC

Prostat kanseri (PK) erkeklerde ikinci siklikta goriilen kanser olup, kansere
bagli 6lim sebepleri arasinda besinci sirada yer almaktadir (1). Tiirkiye’de yapilan
epidemiyolojik ¢alismada PK insidansi 100.000’de 35 bulunmustur (2). PK insidans1
1995 yilindan itibaren yaklasik %1.7 artig gosterirken, mortalite oran1 1994’°ten beri
her y1l i¢in %4 azalmaya devam etmektedir. Bu durum erken tan1 ve tedavinin artigina
baglanmaktadir (3).

Benign prostat hiperplazisi (BPH), yaslanan erkeklerde alt iiriner sistem
semptomlarina neden olan patolojik bir durumdur. Hayati tehdit edici bir hastalik
olmamasina karsin, meydana getirdigi semptomlarla yasam kalitesini diisiirdiigii i¢in
erkeklerin 6nemli hastaliklarindan birisidir (4).

PK ile BPH’nin takip ve tedavi sekilleri tamamen farkli oldugundan, bu iki
hastaligin ayirict tanisi 6nem tasimaktadir. Ayirict tanida parmakla rektal muayene
(PRM), serumda prostat spesifik antijen (PSA) 6l¢timii ve transrektal ultrasonografi
(TRUS) kullanilmaktadir (5, 6). PK ile BPH’ nin net ayriminda, TRUS esliginde
prostat biyopsisi ve patolojik degerlendirme bugiin i¢in altin standart olarak kabul
edilmektedir. PK tanisinda 1990’11 yillarin baginda, prostat biyopsi endikasyonu igin
PSA’daki 4 pg/L degeri sinir olarak degerlendirilse de halen mutlak tan1 koyduracak
PSA kesim degeri bulunmamaktadir (7). PSA’nin klinik kullanima girmesi ile PK
teshisinde ilerlemeler kaydedilmistir. Hastalara erken donemde kanser tanis1 koymak
miimkiin hale gelmistir. Ote yandan PSA’nin PK taramasindaki bu énemli etkisi klinik
acidan 6nemsiz PK’nin asir1 tedavi almasina yol agmistir (8).

PSA kansere degil organa 6zgii bir biyokimyasal belirtegtir. PK, BPH ve
prostatit gibi hastaliklarda, ejekiilasyon, fiziksel aktivite, sistoskopi ve prostat
biyopsisi gibi bir¢ok durumda serumda yiiksek PSA diizeylerine rastlanilabilir (9).
PSA’nin 6zgiilliiglinlin yetersiz olmasi ve tan1 aninda klinik agidan 6nemli kanseri,
onemsiz olandan ayirt edememesi zayif Gzelliklerindendir. Bu nedenle hastalara
yapilan agir1 prostat biyopsileri hem gereksiz komorbiditeye neden olan hem de saglik
harcamalarint artiran 6nemli bir sorun haline gelmistir (10, 11). PSA, radikal
prostatektomi sonrasi hastalarin takibinde iyi bir belirte¢ oldugu halde tanisal bir

belirteg olarak kullanimi optimal olmaktan uzaktir. Bu nedenle, tan1 dogrulugunun



iyilestirilmesi ve PK progresyonunun Ongdriilmesi icin yeni ve daha spesifik
biyobelirteglere ihtiya¢g duyulmaktadir (12, 13).

Hyaliironik asit (HA) hiicre dis1 matriksin ana bilesenidir. HA spesifik hiicre
yiizey reseptorlerine (CD44, hyaluronektin vb.) baglanir ve hiicre adezyon, migrasyon
ve proliferasyonu gibi bir¢ok fizyolojik siirecte rol alir. HA, hidrate edilince
genisleyerek tiimor hiicresinin migrasyonu i¢in bosluklar olusmasini saglar. Tiimor
hiicresi hiicre yiizey reseptorlerini kullanarak, HA ile zenginlesmis tiimor matriksi
icinde gb¢ eder. HA, tiimor hiicrelerini ¢evreler ve immiin sistemden izole ederek
kemorezistan olmalarini saglar (14). PK dokularinda HA seviyelerinin 3-8 kat arttigi
gosterilmistir (15).

Hyaluronidazlar (HY AL) esas olarak HA’y1 yikan bir grup enzimdir. HA nin
parcalanmasi sonucu anjiyojenik 6zellige sahip kiiciik fragmanlar ortaya ¢ikar. Bir¢ok
hastalik ve kanserde HY AL, doku, serum ve idrarda farkli diizeylerde tespit edilmistir
(15-17). Timdr dokusu HY AL salgilar ve HY AL seviyesi tiimoriin invaziv potansiyeli
ile korelasyon gosterir (15, 16). PK’de yiiksek hyaliironidaz-1 (HYAL-1) aktivitesi
rapor edilmistir (18, 19).

HYAL-1, PK’de salinan major HYAL’dir, timér metastazi ve kanser
progresyonunda onemli rol oynar. Radikal prostatektomi ve biyopsi orneklerinde
HYAL-1 ekspresyonu, biyokimyasal rekiirrensin bagimsiz bir prediktor belirtecidir
(15, 20-23). HYAL-1; serum, plazma ve idrarda tespit edilebilir (24). Mesane
kanserlerinde HYAL-1 mRNA ekspresyonunun ve HYAL-1 aktivitesinin arttigi,
PK’de radikal prostatektomi 6rneklerinde enzim diizeylerinin yiikseldigi saptanmistir
(18, 19, 25, 26). PK’de artan enzim diizeylerinin yani sira enzim aktivitesinin
belirlenmesi de 6nemli olabilir.

Bu ¢alismanin amaci, PK siiphesi ile biyopsi yapilan hastalarda serum HYAL
diizeylerinin PK’yi benign durumlardan ayirt edebilme giiciinii arastirmak ve PSA ile
karsilastirmaktir. HY AL aktivitesi (HY ALa) 6l¢iim yonteminin dogrusallik, kesinlik,
duyarhilik, saptama sinir1, geri kazanim gibi analitik performans 6zellikleri ile receiver
operating curve (ROC) analizi, kesim degeri, duyarlilik, 6zgiilliik, olabilirlik oranlari
(likelihood ratio) gibi klinik performans 6zelliklerini degerlendirmektir. Ayrica HY AL

aktivite ve kiitle 6l¢timlerinin klinik performansini karsilagtirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. PROSTAT BEZI
Prostat mesanenin alt bolimiinde bulunan fibromiiskiiler ve glandiiler bir
organdir. Normal prostat yaklasik 20 gram agirhigindadir ve yaklagik 2,5 cm

uzunlugundaki posterior iiretray1 igerir.
2.2. PROSTAT KANSERI

2.2.1. insidans, Etiyoloji ve Risk Faktorleri

PK erkeklerde goriilen en 6nemli saglik problemlerindendir. Tiim diinyada
erkekler arasinda ikinci siklikta goriilen kanserdir ve kansere bagli 6liim sebepleri
arasinda besinci sirada yer almaktadir (1). Ulkemizde yapilan bir epidemiyolojik
caligmada 2008-2009 yillar1 aras1 PK insidansi 100.000’de 35 bulunmustur (2). TC
Saglik Bakanlig1 verilerine gore PK, erkeklerde goriilen kanserler arasinda %13’liik
oran ile akciger kanserinden sonra ikinci goriilen kanser olarak bildirilmektedir (27).

Prostatta karsinogeneze katki saglayan kalitimsal ve ¢evresel faktorler vardir

ancak su anda yalnizca yas, irk ve aile ge¢misi tanimlanmus risk faktorleridir.

2.2.2. Tam Aninda Yas ve Evre

PK esas olarak yash erkeklerin hastalifidir. Yeni PK tanist konulmus
erkeklerin %75°1 65 yasin tizerindedir. Tarama g¢alismalar1 sonucunda PK’ye daha
erken yasta tan1 konulur hale gelmistir. PK giderek orta yas hastaligi olmaya
baslamistir.

PK insidansindaki degisikliklere ek olarak, tan1 anindaki PK evresinde de
degisiklik olmustur. PSA’nin uygulamaya girmesinden bugiine, lokal-bolgesel

hastaligin insidansi artarken, metastatik hastaligin insidansi azalmistir (28).

2.2.3. Tan ve Tarama Yontemleri

Glinlimiizde tan1 amagh kullanilan ana yontemler serum PSA diizeyi, PRM,
TRUS dur. Hastaligin kesin tanist TRUS esliginde yapilan igne biyopsisi 6rneginin
patolojik incelemesi ile konulur.

PK ciddi ve yaygin olarak goriilen, genellikle yavas seyirli bir hastalik olup

tiim tan1 ve tedavi islemlerinin yeterli olmasi i¢in preklinik fazda hastaligin taranmasi
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gerekmektedir (29). PK igin ideal bir tarama testi ‘kanser mevcut’ ya da ‘kanser
mevcut degil” seklinde sonuglar verebilmelidir (30). PK’de taramanin mortalite ve

yasam kalitesi iizerine etkisi belirsizligini korumaktadir.

2.2.4. Prostat Spesifik Antijen

PSA’y1 ilk tarif eden yayin 1960 yilinda yayimlanmistir (31). Amerikan Gida
ve llag¢ Birligi (FDA) tarafindan 1986 yilinda PK’li hastalarin tedavi ydnetimine
yardimci bir test olarak onay almistir (31-33). Catalona ve ark. 1991 yilinda PSA
6l¢iimiiniin PK taramasinda kullanilmasini ve iist sinirin 4 pug/L olmasini 6nermislerdir
(34). PSA, 1994 yilinda FDA tarafindan PK’nin erken tanisinda kullanilabilecek bir
tarama araci olarak onay almigtir (31, 33).

PSA, kallikreinler olarak bilinen ailenin iiyesi olan bir kimotripsin benzeri serin
proteazdir. Kallikrein-3 geni tarafindan kodlanan PSA glikoprotein yapida bir
enzimdir. Semenin likefaksiyonundan sorumludur. PSA’y1 klinik agidan degerli hale
getiren seminal sividaki varligi ve islevleri degil, serumda ¢ok disiik
konsantrasyonlardaki mevcudiyetidir (ug/L). PSA aktif halde prostat asiniislerine
salgilanirken ¢ok diisiik oranlarda kana da geger. Seminal sivida PSA konsantrasyonu
kandakinin bir milyon katidir.

PSA’nin sistemik dolasima gecisi fizyolojik siireglerin yani sira patolojik
degisikliklerle ilgili olabilir (35). Hiicreler arasi baglantilar ve bazal membranin
yarattig1 bariyerin bozuldugu noktalar PSA’nin dolasima gectigi ¢ikis noktalar1 olarak
kabul edilmektedir (36). Bu durum hastaliklarda (PK, BPH, veya prostatit) veya
prostat manipiilasyonu (masaj, biyopsi veya transiiretral rezeksiyon) sonrasinda
goriilebilir. Bu teori PSA’y1 artiran tiim fizyolojik, patolojik ve iyatrojenik sebeplerin

ortak patofizyolojik agiklamasi gibi gériinmektedir.

2.2.4.1. PSA Analizi

PSA tahlili icin Olciilebilir ilk alt siir 0,1 pg/L olarak belirlenmistir.
Ultrasensitif 6l¢iim tekniklerinin gelistirilmesi ile beraber 6l¢iilebilir alt sinir 0,01 pg/L
degerine kadar gerilemistir (37). Tek molekiil sayimina dayanan en yeni teknolojiler
ise geleneksel 6lgiimlerin ¢cok daha altinda degerleri saptayabilmektedir (38).

PSA testi kullanilmaya basladigindan beri yaklasik 20 y1l boyunca Hybritech®
PSA (Hybritech, San Diego, Kaliforniya) 6l¢iimii altin standart olarak kabul edilmistir



(39). PSA’nin PK taramasinda kullaniminin FDA tarafindan onaylanmasina referans
olan c¢alismada Access® Immunoassay System (Beckman Coulter, Fullerton,
Kaliforniya) yontemi kullanilmistir (40). Bu gelismeyi takiben PSA Olgiimii i¢in
bir¢ok farkli ticari iirlin gelistirilmistir.

Yeni galismalarin etkisiyle PSA sadece PK igin kullanilan bir tiimér belirteci
olmaktan ¢ikmis; 6zellikle kadinlardaki meme tiimorleri basta olmak iizere diger
timorler i¢in bir umut 15181 olmustur. Ancak bu ¢alismalardan ¢ikan sonuglar, PSA’nin

PK i¢in 6zgiilliiglinde azalma ortaya koymaktadir (41).

2.2.4.2. PSA Kesim Degeri

FDA, 1994 yilinda PSA’nin PK tanisinda kullanimini resmi olarak
onaylamistir. Normal serum PSA diizeyinin st sinir1 olarak 4 pg/L kabul edilmistir.
Bu kesim degeri, PK tanisi i¢in %70-80 duyarlilik ve %60-70 6zgiillik gosterir. Bu
degerler bir tani testi igin istatistiksel olarak yeterli sayilan oranlarin (en az %80
duyarlilik ve 6zgiilliik) altindadir.

PSA diizeyinin 4 pg/L esigini asan durumlarda prostat biyopsisi yapilmalidir.
PSA diizeyi 4-10 pg/L arasindaki erkeklerin %25-40’1 PK olup, %60-75’ine de
gereksiz biyopsi yapilmaktadir (34, 42).

[lk kesim degerini de ortaya koyan Catalona ve ekibi 1997 yilinda PSA 2.5-4.0
ug/L arahiginda halen %22 kanser saptanabilecegini gostermistir (43). Boylece 2.5
ng/L degeri klinikte yaygin olarak kullanilmaya baslamistir. Ancak Prostate Cancer
Prevention Trial (PCPT) her PSA diizeyinde kanser olasiliginin devam ettigini
gostermistir (44). Tablo 1°de, farkli PSA esiklerinin duyarlilik ve ozgiillikleri
gosterilmektedir. PSA esigini diisiirerek tespit oranini artirma ¢aligmalar1 daha yiiksek

yanlig pozitiflik oranina neden olmaktadir.

Tablo 1. PSA’ya ait farkli kesim degerlerin duyarlilik ve 6zgiilliikleri (45).

PSA (ng/L) 1.1 2.1 2.6 3.1 6.1
Duyarhlik (%) 83.4 52.6 40.5 32.2 4.6
Ozgiilliik (%) 38.9 72.5 81.1 86.7 98.5




2.2.4.3. PSA’min Klinik Kullanimi

PSA giiniimiizde, BPH takibinde, bireysellestirilmis PK taramasinda, lokalize
PK kiiratif tedavileri sonrasi izlemde, hormonoterapi ve kemoterapiye yanitin
degerlendirilmesinde kullanilan degerli bir parametredir. BPH takibindeki rolii isaret
ettigi kanser riskinin golgesinde kalmistir. Kiiratif tedaviler sonrasi klinik progresyonu
ongorecek kesin kesim degeri halen tartismali konulardan biridir. PSA ile ilgili
siiregelen en biiyiik tartisma toplum tabanl taramada kullanilip kullanilamayacagina
dairdir.

Asint tan1 ya da tedaviye iligkin gittikce artan olumsuz veriler PSA’nin
Ozgilliigiint artiracak hamleleri gerekli kilmaktadir. PSA’nin performansini artirmak
amactyla bircok PSA parametresi gelistirilmistir (PSA dansitesi, PSA hizi, serbest
PSA orani, PSA ikilenme zamani).

PSA tanisal bir test degildir; bir erkegin PK riskini degerlendirmeye yardimci
olur ve biyopsinin ne zaman yapilmasinin uygun olacagin belirlemek i¢in diger
parametrelerle birlikte kullanilmalidir. Biitiin bunlara ragmen PSA, PK igin iyi timor

belirteci olmaya devam etmektedir.

2.2.4.4. Taramada PSA

Toplumda asemptomatik, saglikli bireylerde bir hastaligin varliginin
aragtirtlmas1 tarama olarak adlandirilmaktadir. Amag¢ halk sagligi sorunu kabul
edilebilecek ol¢iide sik goriilen hastaliklara erken tani koymaktir. Bu agidan
bakildiginda zararsiz bir saglik politikasi gibi goriinse de, taramanin avantaj ve
dezavantajlar1 iyi gozetilmelidir.

PSA, kesfinden sonraki donemde sadece PK tanisi almis hastalarin tedaviye
verdikleri yanit1 izlemek i¢in kullanildi. 1991 yilinda ise Catalona ve ark. yiiriittiikleri
bir caligmada serum PSA 6l¢limiiniin ultrason veya rektal tuse bulgularina gore biyopsi
karar1 verilen gruplarin ikisinden de daha az kanserli olgu kagirdigini gosterdi (34).
Ayrica rektal tuse bulgular1 ve serum PSA 6l¢iimii kombinasyonunun en diisiik hata
oranini yakaladigi vurgulandi. Catalona 1994 yilinda yaptigi baska bir ¢alismada 4
png/L’nin PK erken tanisi i¢in kesim degeri olarak kabul edilmesi gerektigini rapor
etmistir (46). Cok daha genis bir 6rneklem ile yaptig1 bu ¢alismanin ardindan PSA,
FDA tarafindan tarama testi olarak kabul edildi (40). Gergekten de PSA ¢aginda PK

mortalitesinde %40’a varan diisiis kaydedilmis, tan1 aninda ileri evre hastalik saptanma
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oranlar1 %75 gerilemistir. Fakat 6te yandan taramanin getirdigi agir1 tani ve asir1 tedavi
gibi yeni saglik sorunlar1 dogmustur.

Toplum bazli1 PSA taramasinin 6niindeki en biiyiik engellerden biri asir1 tanidir.
Bir yandan PSA’dan daha ideal bir tarama testi i¢in ¢alismalar siirerken, 6te yandan
da PSA’nimn klinik bakimdan 6nemli hastalig1 saptama giiclinii artiracak yenilikler
arastirilmaktadir. Sadece bir erkegin PK’den o6lmemesi igin yiizlerce erkegin
taranmasi, biyopsi yapilmasi ve tedavi almasi gerekmektedir. Bu durum asir1 taninin
yaninda asir1 tedavi epidemisine neden olmaktadir. Giiniimiizde 6zellikle bir tarama
testi olarak kullanimi konusunda olmak tizere PSA ile ilgili birgok tartigma siire
gelmektedir.

2012 yilinda United States Preventive Services Task Force (USPSTF)
tarafindan yayimlanan ve PK taramasi ile ilgili davranis paternini biiylik oranda
degistiren bildiride giincel ¢alismalar 1s18inda asir1 tan1 ve asir1 tedaviden kaginmak
amactyla PSA’nin PK taramalarinda kullanimimin sinirlanmasi Onerisi getirilmistir
(47). Oneri 1990’11 yillarin baslarinda baslatilan iki bilyiik randomize ¢alismanin
sonuglart 1s1ginda ortaya konulmustur. PSA taramasmin etkinligini arastiran bu
calismalardan European Randomized Study of Screening for Prostate Cancer (ERSPC)
adli ¢alismada 2-4 yilda bir yapilan PSA testine gore 3 ng/L iizerindeki degerler
biyopsi i¢in endikasyon kabul edilmistir. Buna gore 11 yillik takip sonunda PK
mortalitesinin tarama yapilan grupta azaldigi rapor edilmistir (48). Fakat US Prostate,
Lung, Colorectal and Ovarian (PLCO) ¢aligmasinda tarama yapilan grupta mortalitede
anlamli azalma gozlenmemistir. Ikinci calismada hastalara her yil PSA testi
uygulanmis ve 4 ng/L PSA diizeyi biyopsi i¢in kriter kabul edilmistir (49).

Daha az tarama davranisi beraberinde daha az oranlarda prostat biyopsisi
uygulamasini getirmistir. Boylece biyopsilerde daha fazla pozitif sonug elde edilmekte
ve diislik riskli kanser saptanma oranlar1 azalmaktadir. Bu uygulamanin diger bir
sonucu da daha yiiksek oranda yiiksek riskli hastalik tanis1 konulmasidir. PK pratigini
tanidan tedaviye bir dalga halinde etkileyen bu davramis degisimi; daha az radikal
prostatektomi yapilmasina, prostatektomi patolojisinde daha sik ekstraprostatik
tutulum ve daha yiiksek Gleason skoru rapor edilmesine yol agmistir (50).

2012 yilindaki 6nerinin agir1 tan1 ve asir1 tedavinin 6niine gec¢ilmesi konusunda

basar1 sagladig1 agiktir. Fakat yeni davranis paterninin etkisi yeterince yiiz giildiiriicii



degildir. Taramadan fayda gormesi beklenen geng¢ hastalar daha az taranirken yasl,
komorbiditesi olan ve yasam beklentisi diisiik hastalar daha ¢ok taranmistir. Metastatik
hastalik insidansinin iki katina ¢iktigi, fazladan 60.000°e¢ yakin PK’ye bagli 6liim
gerceklestigi saptanmistir (50, 51). Bunun tizerine USPSTF 2017 yilinda PSA bazli
PK tarama politikalari ile ilgili yeni bir bildiri yayimlamistir. Bu bildiride 2012 yilinda
PSA’nin PK taramalarinda kullaniminin kisitlanmasi yoniindeki oneride geri adim
atilmistir. Oneri diizeyi D’den C seviyesine getirilen PSA taramasimin her hastanin
kendi sartlar1 g6z Oniline alinarak bireysellestirilmesi ve PSA testinin olas1 fayda ve
riskleri hasta ile paylasilarak ortak bir karar alinmasi dnerilmistir (52).

Tarama stratejileri ile ilgili ERSPC ¢alismasinin yeni verilerine deginmekte
fayda vardir. Calismanin 13 yillik takip verileri 2014 yilinda yayimlanmistir. Daha
once 9 ve 11 yillik takip sonucu yayimlanan verilere gore taramanin PK mortalitesini
azalttig1r goriilirken yeni veriler de bunu desteklemektedir. 162.243 erkegin dahil
edildigi ¢alismada simdiye dek tarama grubunda 7408, kontrol grubunda da 6107
kisiye PK tanis1 konulmustur (53). Bulgulara ragmen ERSPC halen toplum temelli
PSA taramasini 6nermemektedir. Bunun en biiylik nedeni ¢ok az sayida hastaya yarar
saglamak icin ¢ok fazla sayida erkege tarama, biyopsi ve tedavi gerekliligidir.

Diger belirleyici ¢alismanin 15 yillik takip verileri yakin zamanda
yayimlanmistir. Nispeten daha az goniilliiniin dahil edildigi PLCO caligmasinin giincel
sonuglar1 da erken sonuglart ile benzerdir. Buna gore iki grup arasinda PK mortalite

oranlart agisindan anlamli fark yoktur (54).

2.3. BENIGN PROSTATIK PATOLOJILER

2.3.1. Benign Prostat Hiperplazisi

Prostatin transizyonel zonundaki periiiretral alanda stromal ve epitelyal
hiicrelerin artisiyla karakterize iyi huylu biiyiimesidir. Yaslanan erkeklerde alt tiriner
sistem semptomlarina neden olan progresif bir hastaliktir.

Tiim erkeklerin %40’mnin hayatlar1 boyunca BPH‘ye yakalanma riski vardir.
Otopsi serilerinde 60 yasindaki erkeklerde %50 oraninda BPH goriiliiyorken, bu
oranin 80 yasindaki erkeklerde %90’a ¢iktig1 goriilmiistiir (55, 56).

Histopatolojik olarak BPH, prostatin periiiretral alanlarinda epitelin ve stromal

hiicre sayisinin artmasiyla karakterizedir. Bu hiperplastik siirecin molekiiler etiyolojisi



tam olarak belli degildir. Hiicre sayisinda artisin gézlemlenmesi, glandiiler ve stromal
hiicrelerin ¢ogalmasi ya da programlanmis hiicre 6liimiiniin bozulmasi sonucu olugan
hiicresel birikimin sonucudur.

Etiyolojisi birgok etkene baglidir. Glintimiizde klinik BPH nin gelisimi ile ilgili
elde edilmis gercek etmenler yalnizca yas ve hormonal durumdur. Androjenler,
Ostrojenler, stromal-epitelyal etkilesimler, biiylime faktorleri ve norotransmitterler tek

basina ya da birlikte hiperplastik siirecin etiyolojisinde rol alirlar.

2.3.2. Prostatit

50 yasin altindaki erkeklerde en sik {irolojik tan1 prostatittir. 50 yas tizerindeki
erkeklerde ise BPH ve PK’den sonra {igiincii en sik tani prostatittir.

Prostat parankimi i¢erisinde enflamatuvar hiicrelerin sayisinda artis saptanmasi
histopatolojik prostatit olarak tanimlanmaktadir. Otopsi serilerinde bilinen bir prostat
hastaligi olmayan olgularin prostat dokusu orneklerinin %44’iinde enflamasyon
bulunmustur (57). Kronik enflamasyon paternleri, prostat hastaligi bulunan veya
bulunmayan hastalarin prostat dokularinda goriilebilir. En sik goriilen enflamasyon
sekli stromada, prostat asinilerinin hemen yakinindaki lenfositik infiltrasyondur.

Etiyolojiden sorumlu tutulan faktorler; mikrobiyolojik ajanlar, prostatik konak
savunma degisikligi, disfonksiyonel iseme, intraprostatik duktal reflli, immiinolojik
degisiklikler, kimyasal ile indiiklenmis enflamasyon, noral diizenleme bozuklugu,
pelvik taban kas anormallikleri, intersitisyel sistit benzeri nedenler ve psikolojik
sebeplerdir.

2.4. HYALURONIK ASIT

HA parlak ve transparan goriintiisiinden dolay1 Yunancada cam anlamina gelen
“hyalos’ kelimesinden tiiremistir. Hyaliironan veya hyaliironat olarak da
isimlendirilir. Yiiksek molekiil agirlikli (YMA), siilfatsiz, lineer, dalsiz bir
glikozaminoglikandir (58). ik kez 1934 yilinda, Karl Meyer ve John Palmer tarafindan
sigir goziiniin vitr6z humorundan izole edilmistir. Bu maddenin bir amino seker ve
tironik asitten olustugu kesfedilmis ve HA (hyaloid+iironik asit) adi1 verilmistir (59).
Cesitli okaryot yapilarindan ve prokaryotlardan izole edilen HA igin literatiirde,

viicutta mevcut oldugu polianyonik formu ifade eden ‘hyaliironan’ terimi tercih edilir
(60).



Hyaliironan glikozaminoglikan ailesi iiyesi olan bir makromolekiildiir. HA ’nin
molekiil agirligi, doku kaynagima bagli olarak 10° ile 107 Da arasinda olabilmektedir.
B-1,3-N-asetil-glukozamin ve B-1,4-D-glukronik asit molekiilleri birbirine glikozidik
baglarla baglanmistir (61, 62). Cok uzun bir zincir yapisina sahip olan HA, 2000-
25000 kez tekrar edebilen disakkarit birimi ile viicutta olduk¢a biiyiik boyutlarda
bulunabilir. HA’y1 diger glukozaminoglikanlardan ayiran 6zelliklerinden biri,
glukozaminoglikanlar ~ Golgi cisimciginde sentezlenirken, HA’nin  plazma
membraninda sentezlenmesidir. Ayrica HA’ nin, siilfatsiz yapida olmasi ve proteinlere
kovalan olarak baglanma ozelligi ile de farklilik gostermektedir (63).

HA sentezi hyaluronan sentaz olarak adlandirilan hiicre zari enzimleri
tarafindan katalize edilir. Viicutta hemen hemen biitiin hiicreler tarafindan sentezlenir.
Bunlardan en 6nemlileri, fibroblastlar, kondrositler, sinoviyal hiicreler ve karaciger
hiicreleri gibi mezensimal hiicrelerdir (64). HA sentezlendikten sonra hiicre zarindaki
por benzeri yapilardan ekstraseliiler matrikse (ESM)’e salinir (61, 65-67).

Tiim dokularin hiicre dis1 matriksinde bulunan HA tiim tiirlerde ayni, basit
kimyasal yapiya sahiptir (68). Yapilan galismalarda tim HA’nin yaklasik olarak
yarisinin deride, %4’lik kismimnin da iskelet ve eklemlerde oldugu, geri kalaninin ise
kaslar ve i¢ organlara esit miktarlarda dagilmis olarak bulundugu gosterilmistir. En
yiiksek HA konsantrasyonu gobek bagi, sinoviyal s1vi, deri ve vitréz cisimcigi gibi bag
dokularinda bulunmaktadir. Akciger, bobrek, beyin ve kaslarda da kayda deger
miktarlarda bulunurken karacigerde az oranda bulunmaktadir; en disiik
konsantrasyonu ise kan serumundadir. Serum HA seviyesinde patolojik artiglar
olabilir. Siroz, romatoid artrit, skleroderma gibi enflamatuvar durumlarda ve g¢esitli
kanser tiirlerinde HA sentezinin arttig1 bilinmektedir (69-71).

HA’nin yiiksek viskoelastik 6zelligi bulunur. Hacminin 1000 katina kadar su
baglama kapasitesi ile hidrofilik 6zellige sahip olan HA, su bagladik¢a jelimsi bir hal
alir. Bu 6zelligi molekiile lubrikasyon 6zelligi kazandirir (61). Bu 6zelliginin yani sira
HA, dermisin hacmini ve esnekligini de artirir (60, 61). ESM’nin ve periseliiler
ortamin yapisal biitliinliigiiniin korunmasina yardimci olur. Vitrdéz hiimdrde su
baglayarak yiizey doldurucu 6zelligi saglamaktadir (72).

HA hiicrelerin korunmasinda da etkili olan bir molekiildir (68). Kartilaj

gelisiminde, sinoviyal sivinin devamliliginda ve yara iyilesmesinde de &nemli roli
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vardir (62). HA dokular arasinda molekiil transportunu kolaylastirir, molekiil agirlig
yiiksek olan proteinlerin dagilimini ve ozmotik basinci dengeler (68, 73).

HA’nin en fazla bilinen reseptorleri CD44 ve hyaliironan-media motilite
reseptoric (RHAMM) dir. HA’nin hiicre proliferasyonuna katkisini hiicre adezyon
etkilesimlerine katilan CD44’¢ baglanmasiyla gergeklestirir. Boylece HA anjiyojenez,
agregasyon, proliferasyon ve hiicre gogiinii stimiile eder (72). RHAMM reseptorii
bliylime faktoriine karsi hiicresel yanit1 regiile eder ve oOzellikle hasarli damar
duvarinda fibroblast ve diiz kas hiicrelerinin migrasyonunda gérev alir (70, 73).

HA ve fragmanlarinin timor gelisiminde de 6nemli gorevleri vardir. Saglikl
epitel doku ile tiimor gelisiminin goriildiigl epitel doku arasinda HA yogunlugu ve
molekiil agirhigr acisindan ciddi fark oldugu goriilmiistiir. Ortamda HYAL
enzimlerinin artmasi molekiiliin fragmanlarinin artmasi demektir. Bu fragmanlarin
artmasi timor gelisimini tetikler ve artmis HA fragmanlarinin anjiyojenik etkisi timor
metastazinin ger¢eklesmesinde rol alir (65).

HA, HYAL olarak bilinen enzimler tarafindan pargalanir. HYAL enzim
grubunda HYALI1, HYAL2, HYAL3, P1 ve PH20 gibi ¢esitli iyeler mevcuttur (72).
Farkli molekiil agirlhigima sahip HA’lar, her bir enzim tarafindan farkli bolgelerden
yikilir. HA, HYAL enzimleri ile disik molekiil agirlikli (DMA) oligosakkarit
birimlerine parcalanir. Tetrasakkarit seviyesinde parcalanan HA, lizozomda bulunan
B-glukuronidaz ve PB-N-asetil-glukozaminidaz enzimleri ile monosakkarit birimine
ayrilir (61).

Lokal metabolizma ile HA yikimi, %20-30 deri ve eklemlerde, geri kalani
lenfatik yolla olmaktadir. Kan dolasimina ulasan HA’nin yaklasik %85-90°1 hepatik
siniizoidal hiicrelerde katabolizmaya ugrar. Bobreklerde yaklasik %10 kadar1 elimine

olur. Yalnizca %1-2 kadar1 idrarla birlikte atilir.

2.5. HYALURONIDAZLAR

HYAL’ler esas olarak HA’yr yikan bir grup enzimdir. [-N-asetil-D-
glukozaminidik baglar1 yikarak endoglikozidaz aktivitesi gosterirler. Kiigiik bir oranda
da kondroitin siilfat ve kondroitini de yikmaktadirlar. Karl Meyer tarafindan 1941
yilinda enzime HYAL ismi verilmistir (74). HY AL’lerin ilk smiflandirilmas1 Meyer
tarafindan 1971 yilinda yapilmistir. Bu smiflandirmada HYAL’lerin substrat

Ozgiilliighi ve biyokimyasal analizlerinin yani sira bu reaksiyonlarin iiriinleri baz
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alinmigtir. Katalitik mekanizmalarina gére HY AL tiirleri ii¢ ana aileye ayrilir. Memeli
HYAL’leri (EC 3.2.1.35); bakteriyal HYAL’ler (EC 4.2.2.1); siiliik, diger parazit ve
kabuklu HYAL’leri (EC 3.2.1.36). Meyer’in siniflandirmasi enzimler ve tepkime
tirtinlerinin biyokimyasal analizine dayanmaktadir (75). Molekiiler genetik analizi,
HYAL’lerin amino asit dizisi homolojisine gore iki ana grup altinda dkaryotlar ve

prokaryotlar olarak toplanabilecegini gostermistir.

Okaryot hyaliironidazlar::

Memeli Hyaliironidazlar: (EC 3.2.1.35):

Insan genomunda iki farkli bolgede yerlesimli altt HYAL geni bulunmustur.
HYAL-1, -2, -3 genleri kromozom 3p21.3; HYAL-4, HYAL-P1 ve PH 20 (testikiiler
HYAL’i kodlar) ise kromozom 7q31.3’te yerlesmistir. HYAL-1 ve HYAL-2 insan
dokularindaki HA polimerlerini yikan majér HY AL’lerdir.

COOH CH,OH COOH CHyOH
o =] o (o] '] (]
vo |<& SN IRy S
HO HO n = 20-12500
oH NHCOCH,, OH NHCOCHS
o Hyaliironik asit
"‘\]'" Ir testis EH_-‘GH COOH CHZGH
]|'I-‘l|.l.l.mllld.j! o OH
NHCOCHJ MHCCCH,
Sk CH,OH CHLOH CoOoH
Hyaliironidaz O
] C} O o )
-
EC 3.2.1.36 vl o o o FOH
HO HO
MHCOCH, OH MHCOCH, OH
Bakteriyal COOH CHLOH COoH CHLOH
Hyaliironidaz o o ©H o o OH
EC 4.2.2 1 il ° + <FDH =
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Sekil 1. Katalittk mekanizmalarina goére HYAL tiirlerinin smiflandirilmasi
Muckenscnabel 1. et al’den (75).

Hyaliironidaz-1 (HYAL-1):

HYAL-1 insan plazmasindan ilk izole edilen enzimdir ve memeli idrarinda da
bulunan bir HY AL’dir. Memeli HY AL’lerinin i¢inde baskin olan HY AL-1, karaciger,
bobrek, dalak ve kalpte de yiiksek miktarda bulunmaktadir. HYAL-1 enzimi
lizozomlarda yer alir ve asidik pH’lerde aktiftir (76).
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2.6. KANSER VE HYALURONIDAZLAR

HA'’larin insan viicudunda ¢ok yiiksek bir turnover’1 vardir. 70 kilogramlik bir
insanda ortalama 15 gram HA bulunur. Bu HA ’nin giinliikk 5 grami yikilip tekrar
yapilmaktadir. Hizli turnover i¢inde yikilip tekrar yapilan HA nin boyutuna spesifik
olarak biyolojik fonksiyonlari mevcuttur. YMA HA’lar genellikle anti-anjiojenik ve
imminsupresif etki gosterirler. HYAL-2 tarafindan sindirilmis kiigiik molekiillii
HA’lar; immiinostimulatér, anjiojenik, enflamatuvar ve matriks metalloproteinazlarin
transkripsiyonunu arttirici etki gosterirler (77). HYAL-1 ise DMA HA partikiillerini
hidrolize edip; tetrasakkarit tinitelerini agiga ¢ikarir. Bu durum anti-apoptotik etkili
olup onkogeneze sebep olur (78). Prostat, mesane, meme, kolorektal kanserleri ve
beyin tiimérlerinde artmis HYAL-1 diizeylerine rastlanmustir. Ozellikle pankreatik
adenokanserlerde yiikksek HYAL-1 diizeyi disiik sag kalimi gostermektedir (79-81).
PK’de HY AL diizeylerinin incelendigi birgok ¢alisma vardir. Bu ¢aligmalarin tiimii de
doku diizeyindedir ve literatiirde PK’li hastalarin serumlarinda HYAL diizeylerinin
incelendigi higbir ¢aligma yoktur.

Lokeshwar ve ark.’lar1 normal prostat dokusu ve BPH dokularina kiyasla,
PK’li tiim6r dokularinda 3-10 kat artmis HYALa’y1 gostermistir. PK’de yiiksek
diizeyde HYAL-1 eksprese eden hiicrelerin varligi, hastaligin malign ve agresif
ilerleyecegine isaret eder (23). Klinik lokalize PK’de incelenen radikal prostatektomi
orneklerinde, HYAL-1 diizeylerinin biyokimyasal rekiirrensin bagimsiz prediktorii
oldugu gosterilmistir (HY AL-1 i¢in duyarlilik %84, 6zgiillik %80.5) (15, 16, 19, 82).
Skarmoutsos ve ark.’lar1 PK tanisinda inceledikleri hastalarin idrar 6rneklerinde
HYAL enziminin duyarliligint %70, 6zgilliiginii %55.2 bulmuslardir (97). HYAL-1
enzimi PK’de, tiimor hiicrelerinin biiylimesini, anjiojenezi, vaskiiler ve lenfatik
invazyonu tesvik eder. Yiiksek HYAL diizeyleri, tiimor hiicrelerinin invaziv ve

metastatik 6zellikleriyle koreledir (18, 20, 22, 83, 84).
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2.7. HYAL OLCUM YONTEMLERI

HYALa olciimleri; biyolojik, fizikokimyasal ve kimyasal yontemler olarak
ayrilabilir (85). Biyolojik yontemlerde, HYAL’in hayvan cildinde gegirgenligi
arttirmasina bagli olarak spesifik boyalarin dokuda yayilma etkisi belirlenir (86).

Fizikokimyasal yontemlerden biri olarak miisin piht1 6nleme testi, ¢ozeltilerde
fibroz pihtt halinde bulunan HA’nin HYAL ile inkiibasyonundan sonra HYAL
tarafindan yikimina bagli olarak pihtilasmanin engellenmesi temeline dayanir (87). Bu
yontemler HYALa’nin Kantitatif tayini i¢in uygun degildir ve giiniimiizde
kullanilmamaktadir.  Fizikokimyasal yontemlerden bir digeri viskozimetre,
HYALa’nin 6l¢giilmesi ve HA nin ortalama molekiil agirliginin tahmini i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak bazi dezavantajlar1 vardir. Viskozimetrede belirlenen
HYALa’nin baslangictaki viskoziteye bagli olmasi ve yontemin 1500 disakkarit
tinitesinin altindaki HA’lar1 saptayamamasi, viskozimetrinin hassasiyetinin kullanilan
HYAL tiiriine baglh olarak degismesi dezavantajlaridir. Bir diger fizikokimyasal analiz
grubunu olusturan tiirbidimetrik yontemler, HY ALa’nin ve enzim inhibisyonunun
belirlenmesinde  kullanilmaktadir. Bu yontemde serumda enzimatik olarak
yikilamayan materyalin ¢okeltisi ve buna bagli olusan bulaniklik 6lgiilerek HY ALa
hesaplanir (88).

Kimyasal yontemlerde karbonhidrat polimerlerinin HYALa sonucu agiga
cikan indirgeyici uglari, sekerlerin indirgenmesine yonelik geleneksel kimyasal
analizlerle belirlenir (89). Indirgeyici ucta N-asetil-D-glukozamin parcasmin
saptanmasi da miimkiindiir. Kolorimetrik HY ALa’nin serum ve plazmada 6l¢timii ilk
kez 1933’te Morgan ve Elson tarafindan yapilmistir. Asidik bir p-
dimetilaminobenzaldehit ¢ozeltisi (Ehrlich reaktifi) ile kolorimetrik olarak
glukozamin ve kondrosaminin (galaktosamin) miktar tayinini yapmislardir (90).
Yazarlar bir yil sonra yontemi modifiye etmislerdir (91). Yontem “Morgan-Elson
reaksiyonu” veya “Morgan-Elson testi” olarak adlandirilmaktadir. Reissig ve ark.
1955°te Morgan-Elson kolorimetrik tayin yontemini, pH, substrat konsantrasyonu ve
kromojen konsantrasyonu degisiklikleriyle optimize edilmistir (92). Giliniimiizde
temel olarak bu versiyon kullanilmaktadir. Serum veya plazmada HYALa’y1
belirlemek amaciyla sonrasinda bu versiyonda bazi degisiklikler yapilmistir. Bu

degisiklikler, proteinlerin numunelerde neden oldugu bulanikligi gidermeye
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yoneliktir. Gacesa ve ark. proteinlerin numunede neden oldugu bulanikligr gidermeye
yonelik son basamakta santrifiij Oncesi etil asetat ekleyerek proteinlerin
¢oktiiriilmesini saglamis ve santrifiij sonrasi berrak protein igermeyen bir supernatan
elde etmislerdir (93). Baska bir ¢alismada reaksiyon karisimi asidik tampon iginde 3
dakika kaynar su banyosunda tutulmus ve daha berrak bir supernatan elde edilmistir
(94). Takahashi ve ark. daha yiiksek santrifiij giicii kullanarak (18.000 g) veya daha
hassas olan alternatif floresan 6l¢iimleriyle ¢alismalar yapmustir (95, 96).

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) yontemi ile HYAL
konsantrasyonu (HYALc) immiinokimyasal olarak tayin edilebilmektedir. ELISA
yontemi ile idrarda PK ile HY ALc iliskisini aragtiran bir ¢alisma bulunmaktadir (97).
Test prensibi olarak sandvi¢ ve yarigmali yontem kullanan ¢ok sayida ticari ELISA
kitleri mevcuttur. Farkli ticari kitlerde farkli monoklonal antikorlar (6rnegin insan
HYAL’e kars1 antikor, insan HYAL-1’e karst antikor veya insan HYAL PH-20
(SPAM1)’e karst antikor gibi) kullanilabilir. Bu durumda ol¢iilen HYAL tipi farkli
olacaktir. Daha 6zgiil yontemlerdir, HYAL ve analoglar1 arasinda 6nemli bir ¢apraz
reaktivite veya interferans gozlenmez. Ticari kitler arasinda duyarlilik, 6lglim
araliklar1 ve presizyon acisindan farkliliklar bulunmaktadir.

Stern ve ark. tarafindan gelistirilen “ELISA-like” yontem ile PK i¢in dokuda
ve mesane kanseri i¢in idrarda HY ALa’nin incelendigi ¢alismalar vardir (15, 23, 98,
99). Bu yontemde onceden HA substrati ile kaplanmis reaksiyon plagina, HYALc
bilinen standartlar ve drnekler eklenir. HA-HYAL enzim reaksiyonu gerceklesmesi
icin inkiibasyona birakilir. Daha sonra ortama biyotinlenmis HA-baglayici protein
eklenir. Bu protein keratan siilfat icermektedir. Ikinci bir anti-keratan siilfat
monoklonal antikoru ile 6l¢iim duyarliligi arttirtlir. Biyotinize kompleks, avidin-
biyotin-peroksidaz kompleksi ile o-phenylenediamine substrati kullanilarak elde
edilen sinyaller olgiiliir. Standart egrilerden olusturulan grafikle enzim aktivitesi
belirlenir. Prensip olarak ortamdaki yikilmamis HA substrati olglilmektedir. Bu
yontemin duyarlilik karsilastirilmasi Ressing metodu ile yapilmis ve yontem 1000 kat

daha duyarli bulunmustur (100).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. HASTA VE KONTROL GRUPLARI

Calisma, Saglik Bilimleri Universitesi Ankara Saglik Uygulama ve Arastirma
Merkezi Tibbi Biyokimya Béliimii’nde yapildi ve Uroloji Klinigi isbirligiyle
yiriitiildii. Calismamizin protokolii Tipta Uzmanlik Egitim Kurulu (Karar No: 23; ve
01.11.2017) (Bkz. EK 1), Saglik Bilimleri Universitesi T1p Fakiiltesi Dekanlig1 (Karar
No: 2018-10/1; ve 11.01.2018) (Bkz. EK 2) ve Saglik Bilimleri Universitesi Ankara
Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu (Karar No:
2462/2019; ve 21.02.2019) (Bkz. EK 3) tarafindan onaylandi. Tiim hastalara ve
kontrol bireylerine ¢alisma hakkinda bildirim yapildi, tiim katilimcilarin sozli ve
yazili onaylari alindi (Bkz. EK 4).

Calismanin hasta grubu, Eyliil 2018-Temmuz 2019 tarihleri arasinda idrarda
kanama olmasi, idrar yaparken yanma ve agri, kasiklarda agri, sik idrar yapma veya
alt {iriner sistem sikayetleriyle Uroloji Klinigi’ne bagvuran ve ileri inceleme olarak
yapilan prostat biyopsisi sonucuna gére BPH, Kronik Prostatit (KrP) ve PK tanisi
konulan kisilerden seg¢ildi. Calismaya yeni tan1 almis olan 72 BPH, 53 KrP ve 37 PK
hastasi dahil edildi. Karsilagtirma grubuna ise, tamamen saglikli olan 30 birey dahil
edildi.

PK disinda bagka kanseri olan ve serum HYAL diizeyi yiiksek olabilecek
karaciger hastaligi, romatolojik hastaliklar, transplant, kollajen doku hastaligi,
dermatolojik rahatsizlig1 olanlar hasta ve kontrol grubuna dahil edilmedi. HYALa
Ol¢limii i¢in sonugta 63 BPH, 45 KrP, 33 PK hastas: ve 30 kontrol grubu ¢aligmaya
dahil edildi. HYALc 6lglimii i¢in her gruptan 22 hasta ¢alismaya dahil edildi.

Mevcut 141 hastanin 56’sinda serum HY AL diizeyini yiikseltme olasiligi olan
diabetes mellitus (DM), hipertansiyon (HT) ve/veya koroner arter hastaligi (KAH)
bulunmaktaydi. PK hasta sayisi azalacagi igin basglangigta bu ii¢ hastalik diglanmadi.
Kontrol grubunda ise bu ii¢ hastalik dislandi. Calismanin sonunda kontrol ve hasta
gruplar1 arasinda spektrum bias’in1 6nlemek igin bu ii¢ hastalik da dislandi. Diglama

sonucunda 46 BPH, 20 KrP ve 19 PK hastas1 kaldu.
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18 yas alt1 ve 80 yas dstii olan hastalar ile hemolizli, lipemik ve ikterik
numuneler ¢alismaya dahil edilmedi. Calismaya dahil edilen 141 hasta ve 30 kontrol
grubunun demografik 6zellikleri benzerdi (Tablo 2 ve 3).

PK’de Gleason skorlama sistemi, 1966 yilinda tanimlanmis olup tiimoriin
yapisal paternine dayali bir derecelendirme sistemidir. 2014 yilinda International
Society of Urological Pathology (ISUP) konferansinda modifiye edilmis ve yeni bir
siiflama sistemi olusturulmustur (Tablo 4). 37 PK hastasi bu yeni siniflandirma

sistemine gére Grade Grup 1, 2, 3, 4 ve 5 olarak gruplandirildi (Tablo 5).

Tablo 2. Kontrol grubunun demografik 6zellikleri

KONTROL GRUBU (n=30)
Yas, il 64 + 16
M=IQR

M: ortanca, IQR: ¢eyreklikler arasi genislik

Tablo 3. Hasta gruplarmin demografik 6zellikleri

BPH KrP PK
Hasta (n) (n=63) (n=45) (n=33)
Yas, yil; M=IQR 62+9 64 +13 66 +13
DM, n (%) 11 (17.4) 10 (22.2) 6 (18.1)
HT, n (%) 11 (17.4) 23 (51.1) 9 (27.2)
KAH, n (%) 2 (3.1) 10 (22.2) 5 (15.1)
Astim, n (%) 3(4.7) 2(4.9) 2 (6.0)
KOAH, n (%) 9 (14.2) 5(11.1) 4(12.1)
Hiperlipidemi, n (%) 6 (9.5) 7 (15.5) 3(9.0)
Anemi, n (%) 5(7.9) 4 (8.8) 4(12.1)
Ailede kanser 6ykiist, n (%) 0 1(2.2) 2 (6.0)

n=hasta sayis1, %=hasta yiizdeleri
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Tablo 4. Prostat kanseri ISUP 2014 simiflandirmasi

Gleason Skoru ISUP Derecesi
6 (3+3) Grade Grup 1
7 (3+4) Grade Grup 2
7 (4+3) Grade Grup 3
8 (4+4 veya 3+5 veya 5+3) Grade Grup 4
9-10 (4+5 veya 5+4 veya 5+5) Grade Grup 5

Tablo 5. Kanser grubunun baglangigta Gleason Skorlarina gore degerlendirilmesi

ISUP Derecesi Grade Grup Grade Grup Grade Grup Grade Grup Grade Grup
1 2 3 4 5
PK (n), HYALa 23 c 5 5 g
PK (n), HYALcC 14 yok 1 5 c

n=hasta sayisi

3.2. NUMUNELERIN ALINMASI VE HAZIRLANMASI

Kan numuneleri (serum) hasta ve kontrol grubunda 10-12 saat aglig1 takiben
serum i¢in jel ayirach 16x100 mm’lik Vacutainer SST tiiplerine (Becton Dickinson)
alindi. Kan orneklerinin alinmasi biyopsi isleminden hemen once gergeklestirildi.
Hasta ve kontrol grubundan alinan kan numuneleri 30 dakika igerisinde 1300 g’de 10
dakika santrifiij edildikten sonra glikoz, iire, kreatinin, total protein, albiimin, ALT,
AST, sodyum, potasyum, kalsiyum, Total PSA, CRP ve hemogram testleri calisilip,

geri kalan serum numuneleri HYALa ve HYALCc 6l¢iimii i¢in -80 °C’de saklandi.

3.3. KULLANILAN CIHAZLAR
e Total PSA testi, Roche Cobas 6000 €601 analizériinde immiinokimyasal olarak
elektrokemiliiminesan yontemle (ECLIA) c¢alisildi. Sandvi¢ prensibinin
kullanildig1 bu yontem, Stanford Referans Standard/WHO 96/670’e gore
standardize edilmistir.
e Rutin biyokimya testleri Roche Diagnostics-Cobas 8000 c¢702 analizériinde

fotometrik yontemlerle ¢alisildi.
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e Hemogram testleri Sysmex XN-3000 analizoriinde ¢alisildi.

e Tiim bu testlerde iiretici firma kitleri kullanildi. Diizenli kalite kontrol islemleri
yapildi.

e HYALa dlgiimii igin CL-770 Shimadzu Spektrofotometre kullanildu.

e HYALCc olgiimiinde; yikama basamag i¢in ELx50 Bio-Tek, 6l¢iim igin ELX800
kullanildi.

3.4, KULLANILAN KiMYASALLAR
HY ALa 6l¢iimii i¢in kullanilan kimyasal listesi asagidaki gibidir.
e D-Sakkarik asit 1,4-lakton (Sigma Aldrich, Kod: S0375, 2 g)
e %99 N-Asetil-D-glukozamin >%99 (Sigma Aldrich, Kod: A8625, 5 g)
e Hyaliironik asit sodyum tuzu F. streptococcus equi sp. (Sigma Aldrich, Kod:
H9390, 1 g)
e Potasyum tetraborat tetrahidrat (Sigma Aldrich, Kod: P5754, 500 g)
e DMAB (dimetil amino benzaldehid) (Merck Schuchardt, 250 g)
e Formik asit (Sigma Aldrich, Kod: F0507, 1000 mL)
e Asetik asit
e Konsantre hidroklorik asit (10 N)
e Sodyum kloriir
HYALc diizeylerinin belirlenmesinde sandvi¢ ELISA yontemini kullanan
ticari “"HAse ELISA Kit”> kullanildi (Cloud-Clone Corp. Enzyme-linked
immunosorbent assay for Hyaluronidase (HAase), Alkit, Kod: SEB21Hu, 96 Tests).

3.5. HYALURONIDAZ AKTIiVITESI OLCUMU

Takahashi ve ark. 2003 yilinda Reissig yontemini optimize etmislerdir.
Serumdaki B-D-glukuronidazlar HA ile reaksiyona girerek terminal glukuronik asitleri
aciga cikarir. Daha sonra yine serumdaki N-asetil-B-D-hekzoaminidazlar bu
glukuronik asitler ile reaksiyona girerek, Reissig kolorimetrik yontemiyle lgiilen N-
asetil-glukozaminlerin (NAG) artisina neden olur (95). Takahashi ve ark. kolorimetrik
HYALa 6lgiimiinde, serumda f-D-glukuronidaz interferansini 6nlemek i¢in yonteme
sakkarolakton (B-D-glukuronidaz inhibitorii) eklemislerdir. Calismamizda temel

olarak, Takahashi ve ark.’nin optimize ettigi yontem kullanildi.
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Prensip: Substrat olarak HA kullanildi. Substrat ¢ozeltisi numunedeki HYAL
ile 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. Enzim reaksiyonunu durdurmak i¢in 5 dakika
boyunca kaynar su banyosunda 1sitildi. Reaksiyon ortami soguk su banyosu ile oda
sicakligina getirildi ve lizerine alkali ortamda tetraborat ayiraci eklendi. Tekrar kaynar
su banyosunda 3 dakika daha tutularak Morgan-Elson renk reaksiyonuna gore
kromojen 1 ve 2 konfigiirasyonunun olusmasi saglandi. Oda sicakligina getirildikten
sonra, asidik ortamda kromojen 1 ve 2 konfigiirasyonu, kromojen 3 konfigiirasyonuna
donerek DMAB ayiraci ile tepkimeye girdi ve 20 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe
edildi. 10 dakika boyunca 4 °C’de 1500 g’de bulaniklig1 gidermek amaciyla santrifiij
edildikten sonra, kore (blank) karsi supernatanin 585 nm’deki absorbansi 6l¢iildii.
Koriin hazirlanmasinda kullanilan biitiin reaktifler ve inkiibasyon siireleri ayn1 sekilde
gerceklestirildi. Reaksiyon baglatilmadan dnce 0. dk’da substrat ¢ozeltisine numune
yerine, numune ile ayn1 miktarda deiyonize su eklenerek kor hazirlandi. HYAL ile

HA’nin 37 °C’de olusturdugu renk Sekil 2°de gosterilmistir.

CH LOH CH,OH ™+ -
o OH He " 100 °C, pH: 10.5
OR [ N— OR o -
-ROH
HO HO H—-0O NH
NHCOCH, NHCOCH,
. ° H;C
N-asetil glukozamin . o Morgan-Elson
reaksiyonu
HCL ASIT
ASETIK ASIT M, SH
OH OH
O
HQ, H l HO,
\)\Q’O \)\Q o
NH H—o> N ~H ” \ / H
H,C —"(o : H,C ——(o “H 0 N—H N —H
H,C —_<c H,C ——(
oo o
Kromojen 1, 2 Kromojen 3 Kirmizi-Mor Renkli Uriin

Sekil 2. Hyaliironidaz ile hyaliironik asidin olusturdugu tepkime — Takahashi ve
ark.’dan (95).
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3.5.1. Ayiraclar, Substrat ve Standartlarin Hazirlanmasi

0.1 M tampon icinde 1.5 mg/mL HA iceren 0.1 M NaCl ve 1.5 mM D-
sakkarik asit 1,4-lakton pH: 3.9 substrat tamponunun hazirlamsi:

150 mg HA sodyum tuzu F. streptococcus equi sp, 584.4 mg NaCl (MA: 58.44
g/mol), 31.5 mg D-sakkarik asit 1,4-lakton (MA: 210 g/mol) tartildi. pH 3.9’°a 0.1 M

formik asit ile ayarlandi. Deiyonize su ilavesiyle son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

0.8 M Tetraborat ¢ozeltisi pH: 10.5 hazirlanisi:
12.22 g potasyum tetraborat tetrahidrat (MA: 305.5 g/mol) tartild1 ve 50 mL
deiyonize suya tamamlandi. Ek bir islem yapmadan pH yaklagik 10.5 geldi.

DMAB ayiracinin hazirlams:

Stok DMAB ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 10 g DMAB tartild1 ve 12,5 mL’si
konsantre (10 N) hidroklorik asit ve 87.5 mL’si asetik asit olan 100 mL ¢ozeltide
¢ozildi. Stok DMAB ¢6zeltisi 1/9 oraninda asetik asit ile seyreltilerek, her ¢calismadan
once taze DMAB ¢0zeltisi hazirlandi. Stok DMAB ¢ozeltisi 2 °C’de 1 ay stabildir.

Standart hazirlansi:

25 mg N-Asetil-D-glukozamin 25 mL deiyonize suda ¢6ziildii ve 1000 mg/L
konsantrasyonda bir 6n standart hazirlandi. Bu 6n standarttan seri diltisyonlar ile 500,
200, 100, 50 mg/L N-Asetil-D-glukozamin igeren standartlar hazirlandi. Sifir
standardi olarak sadece deiyonize su kullanildi.

3.5.2. Hyaliironidazin Spektrofotometrik Olciimii

o Dondurulan serum numuneleri oda sicakligina getirildi ve vorteks karistirici ile
karistirildi.
o 50 pL’lik hasta serumu tizerine 250 pL substrat tampon eklendi ve karistirildi.

37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. Enzim reaksiyonunu durdurmak igin 5
dakika boyunca kaynar su banyosunda tutuldu (95 — 100 °C).

o Ornekler soguk su ile sogutularak oda sicakligina getirildi. Ardindan alkali
ortamda tetraborat ayiraci ilave edildi ve karigtirildi. Tekrar kaynar su
banyosunda 3 dakika daha tutularak kromojen 1 ve 2 konfigiirasyonunun

olusmast saglandi.
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o Ornekler soguk su ile sogutularak oda sicakligma getirildikten sonra asit

cozeltisi icinde DMAB ayiract eklendi ve karistirildi. 37 °C’de 20 dakika

inkiibe edildi.

o Bulaniklig1 gidermek amaciyla 10 dakika boyunca 4 °C’de 1500 g’de santrifiij

edildikten sonra, supernatanin 585 nm’deki absorbansi ayirag koriine karsi

olgtildii.

o Olgiilen standart absorbans1 kullanilarak HY ALa hesaplandi.

Serum HY ALa caligsma prosediirii Tablo 6’da 6zet olarak gdsterilmistir.

Tablo 6. Serum HYAL aktivitesinin ¢alisma prosediirii

Numune (pL)

Standart (uL)

Deiyonize su (uL)
Substrat ¢ozelti
Inkiibasyon

Su banyosu

Tetraborat ayiraci

Su banyosu
Dimetilamino benzaldehit ayiract
Inkiibasyon

1500 g’de santrifiigasyon

585 nm’de kore kars1 okuma

Numune (nL) Kor (nL) Standart (uL)
50 - -
- - 50
- 50 -
250 250 250
37°C, 15 dk
95-100 °C, 5 dk
100 100 100
95-100 °C, 3 dk
1500 1500 1500
37°C, 20 dk
4°C, 10 dk
+ + +

22



Hesaplama:
HYAL aktivitesi U/L (umol/dk/L) = (AAsgs/dk x 108 x V1) /(g x d X Vs)
10%: mol/L’den pmol/L’ye déniistiirme faktorii
g: NAG’nin 585 nm’deki molar absorbtivite katsayisi; 20 598 L.molt.cm™
d: 151k yolu (cm)
V7 toplam hacim
Vs: numune hacmi
Verilen degerler denkleme yerlestirilerek
HYAL aktivitesi U/L (umol/dk/L)= (AAsgs/dk x 10° x 300) / (20 598 x 1 x 50)
HYAL aktivitesi U/L (umol/dk/L)= AA % 19.41
Sonuglar U/L olarak hesaplandi. Bir enzim iinitesi 37 °C’de 1 pmol substrati (NAG) 1

dk’da iirtine doniistiiren enzim aktivitesi olarak tanimlandi.

3.5.3. METOT PERFORMANSI CALISMALARI

Dogrusallik Calismasi

Dogrusallik calismasi icin yiiksek HYAL igceren serum havuzu Ornegi
olusturuldu. Yiiksek serum havuzu 6rnegi ve bundan elde edilen seri diliisyonlu
ornekler (1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32) kullanild1. Olgiimler ¢ift calisildi. Sonuglar

lineer regresyon grafigi ve formiilii ile verildi.

Kesinlik Calismasi

Diisiik, orta ve yiiksek diizeyde analit iceren serum havuzlari olusturularak
HYALa 6l¢iim yonteminin kesinlik (presizyon) ¢alismasi yapildi. Serum havuzlari 80
es numuneye ayrildi ve -80 °C’de saklandi. Kesinlik ¢aligmas1 diisiik, orta ve yiiksek
diizeyde HY ALa serum havuzlari her giin sabah 1 ¢ift numune ve aksam 1 ¢ift numune
coziilerek giinde iki kez ¢alisildi. Her ¢alisma ¢ift yapildi. Bu islem art arda yirmi giin
boyunca tekrarlandi. Tiim sonuglarin ortalama, standart sapma ve % varyasyon

katsayilar1 (%CV) hesaplandi.
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Geri Kazanim Calismasi

Diisiik ve yiiksek diizeyde HYAL igeren iki ayr1 serum havuzu HYAL geri
kazanim ¢alismasi i¢in kullanildi. Diisiik ve yiiksek havuzlarin HY ALa sirasiyla, 893
mU/L ve 12054 mU/L bulundu. Havuzlar 3Y:1D, 2Y:1D, 1Y:1D, 1Y:2D ve 1Y:3D
oraninda karigtirilarak ayni anda ¢ift olarak ¢alisildi ve % geri kazanim (recovery)
hesaplandi. %R= 6l¢iilen analit konsantrasyonu / beklenen analit konsantrasyonu *

100 formiili hesaplamada kullanildi.

Saptama Sinirlar1 (Limit of Blank, LOB; Limit of Detection, LOD; Limit
of Quantification LOQ)

20 kez c¢alisilan kor numune sonuglarinin absorbansindan elde edilen ortalama
(xkor) ve standart sapmalar (skor) kullanilarak LOB, LOD, LOQ degerleri hesaplandi.
Kullanilan formiiller asagidaki gibidir:

LOB= xkor + 1.645*skor

LOD= xkér + 3.3*skor

LOQ= xkor + 10*skor

Serum HYAL Aktivitesinin Receiver Operating Curve (ROC) Analizi,
Kesim Degeri, Duyarlilik, Ozgiilliik ve Olabilirlik Oranlar (Likelihood Ratio)

Klinik performansin degerlendirilmesinde biyopsi sonuglar1 esas alinarak ROC
analizi yapildi. Youden indeksi ((spesifite+sensitivite)-1) ile ROC egrilerinin
koordinatlarindan en uygun kesim degerleri hesaplandi. Bu kesim degerlerine gére
HYALa, HYALc ve PSA diizeylerinin duyarlilik ve 6zgillikleri belirlendi. LR(+) =
Duyarlilik / (1-Ozgiilliik); LR(-) = (1-Duyarlilik) / Ozgiilliik formiiliinden hesaplandh.
Klinik duyarlilik, 6zgiillik ve olabilirlik oranlar1 biyopsi sonuglar1 ve kesim degeri

esas alinarak hesapland.
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3.6. HYALURONIDAZ KUTLE OLCUMU

HYALc ELISA yo6ntemi ile immiinokimyasal olarak tayin edilebilmektedir. Bu
yontemin temel prensibinde monoklonal antikorlarla kapli reaksiyon plagina
numunedeki dlgiilecek ligand baglanmaktadir. Daha sonra ortama enzim isaretli ikinci
bir monoklonal antikor baglanir. Kromojenik ¢6zelti eklenir. Enzim etkilesimi sonucu
olusan rengin siddeti ile Olgiilmek istenen HYALC dogru orantilidir. ELISA
yontemiyle HY AL sonuglar kiitle konsantrasyonu iizerinden ng/mL olarak standart
grafikten belirlenmektedir.

Calismamizda hasta serumunda HYALc diizeylerinin belirlenmesinde ticari
“HAse ELISA Kit (Cloud-Clone Corp.)”” kullanilmistir. Ureticinin sagladigi kit
bilgileri su sekildedir:

Okuma araligi: 0.312-20 ng/mL.

Analitik duyarlilik (LOD): 0.119 ng/mL

Analitik 6zgiilliik: Hyaliironidaz ve analoglar arasinda onemli bir capraz
reaktivite veya interferans gézlenmemistir.

Geri kazanim (recovery): Serum ornekleri i¢in ortalama geri kazanim %97.

Dogrusallik: Bilinen yiiksek konsantrasyonda HY AL i¢eren serum 6rneginden
elde edilen seri diliisyonlu 6rnekler (1:2, 1:4, 1:8, 1:16) icin dogrusallik yiizdeleri
sirasiyla, %84-93; %78-94; %88-102 ve %86-101.

Kesinlik: ¢alisma i¢i CV <%10, ¢alismalar aras1 CV <%12.
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Calisma oncesi HYALa ¢alismasi ile es zamanli olarak -80 °C’de saklanan
numuneler oda sicakligina getirildi ve vorteks karistirici ile karistirildi. Calismaya
baglamadan 6nce 1.0 mL standart diliienti ile ¢oziilerek, konsantrasyonu 20 ng/mL
olan stok standart cozeltisi hazirlandi ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Ardindan kullanilacak standartlar uygun diliisyonlarda hazirlandi (Tablo 7, Sekil 3).
Sifir standardi sadece standart diliienti icermekteydi. Kit iceriginde mevcut olan 20
mL’lik yikama tamponu, iireticinin dnerdigi oranda deiyonize su ile seyreltildi ve 600
mL’lik yikama ¢ozeltisi hazirlandi. Standartlar ve yikama ¢o6zeltisi hazirlandiktan

sonra ELISA deneyine kit protokoliine uygun olarak devam edildi.

Tablo 7. Standart ¢6zeltilerin diliisyonlari

Konsantrasyon Standart No Diliisyon

10 ng/mL S6 500 pL stok standart + 500 pL standart dilient
5 ng/mL S5 500 pL standart 6 + 500 pL standart diliient
2.5 ng/mL S4 500 pL standart 5 + 500 puL standart diliient
1.25 ng/mL S3 500 pL standart 4 + 500 puL standart diliient
0.625 ng/mL S2 500 pL standart 3 + 500 pL standart diliient
0.312 ng/mL S1 500 pL standart 2 + 500 pL standart diliient

500pL 500pL 500pL 500pL 500pL 500pL

rATATA

ES . oo
| [
Stok - \ J | ) ‘ )
Standart ' ‘v \\ ‘\ "" \
v} ! "\/‘" \\.// \
2 3 B 5 6

7 8
ng/mL 20 10 5 25 1.25 0.625 0.312 0

Tupler 1

Sekil 3. Standart ¢6zeltilerin hazirlanmasi
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o Standart kuyularina her bir standarttan 100 pL ve 6rnek kuyularina serum
numunelerinden 100 pL eklendi.

o Plate kapatici ile kapland1 ve 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildu.

o Kapatici kaldirildiktan sonra kalan siv1 uzaklagtirilarak her bir kuyuya 100 pL
saptama reaktif A ¢ozeltisi eklendi.

o Plate kapatici ile kapland1 ve 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildu.

. Kapatici kaldirildiktan sonra yikama tamponu ile 3 kez yikandi.

o Her bir kuyuya 100 pL saptama reaktif B ¢ozeltisi eklendi.

o Plate kapatici ile kaplandiktan sonra 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.

o Yikama tamponu ile 5 kez yikandi.

o Her bir kuyuya 90 uLL TMB (Tetrametilbenzidin) substrat ¢6zeltisi eklendi.

o Plate kapatici ile kaplandi ve 37 °C’de 20 dakika karanlikta inkiibasyona
birakildi.

o Inkiibasyon sonrasi kapatici kaldirildi ve her bir kuyuya 50 pL durdurma
cozeltisi eklendi.

o Omneklere durdurma ¢ozeltisi eklendikten sonra 30 dakika igerisinde 450 nm
dalga boyunda absorbans (OD) degerleri 6l¢iildii.

o Standartlarin  konsantrasyonlart ve ilgili absorbans degerlerine gore,
standartlarin kalibrasyon grafigi ¢izildi (Sekil 4).

o Orneklerin absorbans degerleri grafige yerlestirilerek drnek konsantrasyonlari

ng/mL olarak belirlendi.

Serum HYALc calisma prosediirii Tablo 8’de 6zet olarak gdsterilmistir
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1453

Ouon 125 10000

Sekil 4. Serum HY AL konsantrasyon 6l¢iimii ELISA i¢in kalibrasyon grafigi

Tablo 8. Serum HYAL konsantrasyonu ¢alisma prensibi

Numune (nL) Kor (nL) Standart (uL)
Numune 100 - -
Standart diliienti - 100 -
Standart - - 100
Inkiibasyon 37 °C, 1 saat
Detection reagent A 100 100 100
Inkiibasyon 37 °C, 1 saat

3 kez yikama

Detection reagent B 100 100 100

Inkiibasyon 37°C, 30 dk

5 kez yikama

Substrat ¢ozeltisi 90 90 90
Inkiibasyon 37 °C, 20 dk

Durdurma ¢ozeltisi 50 50 50
450 nm’de okuma + + +
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3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Tanimlayici istatistiksel analizler (ortalama (X), standart sapma (s), ortanca
(M), geyreklikler aras1 genislik (IQR), en kiigiik ve en biiyiik degerler) yapildi. Hasta
ve kontrol gruplarmin normal dagilim gosterip gostermedigi Kolmogorov-Smirnov
testi ile degerlendirildi. Hasta ve kontrol gruplar: arasindaki karsilastirmalar, normal
dagilim gosteren parametreler icin varyans analizi (ANOVA) ile, grup igi
karsilastirmalar Student t testi ile yapildi. Normal dagilim gostermeyen veriler igin
parametrik olmayan testler kullanildi. Hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki
karsilagtirmalar Kruskal-Wallis testi ile, grup i¢i karsilastirmalar Mann Whitney U
testi ile yapildi. Istatistiksel anlamlilik igcin p <0.05 kabul edildi. Degiskenler
arasindaki iliski Spearman korelasyon katsayisi ile degerlendirildi. Bu islemler igin
“IBM SPSS Statistics version 24.0> ve “’Analyse it”’ paket istatistik programlari
kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. KONTROL GRUBU VE HASTA GRUPLARINDA OLCULEN
DEGISKENLERIN KARSILASTIRILMASI

BPH, KrP, PK ve kontrol grubunda glukoz, iire, kreatinin, total protein,
alblimin, ALT, AST, sodyum, potasyum, kalsiyum ve hemoglobin degerleri
Olgiilmiistiir. Gruplarda bahsedilen analitlerin normal dagilim gosterdikleri
Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlendikten sonra (p >0.05) varyans analizi
(ANOVA) ile dlgiilen analitler arasinda anlamli fark saptanmamustir (p >0.05) (Tablo
9).

Tablo 9. Kontrol grubu ve hasta gruplari arasinda degiskenlerin karsilastiriimasi

Analit (birim) Kontrol (n=30) BPH (n=63) KrP (n=45) PK (n=33) p
Xts Xts b € Xts

Glukoz (mg/dL) 97 +8 107 £ 39 104 £ 34 100 £ 22 >0.05
Ure (mg/dL) 3246 38+ 13 37+ 10 39+ 13 >0.05
Kreatinin (mg/dL) 0.96 £0.10 0.99+£0.23 0.97 £0.24 0.98 £0.24 >0.05
Total protein (g/dL) 7.36 +0.44 7.59+0.42 7.49 + 0.54 7.41+0.61 >0.05
Albiimin (g/dL) 470 £ 0.30 472 +031 472 +0.27 456+038  >0.05
AST (U/L) 16+5 18 +4 18+5 18+5 >0.05
ALT (U/L) 20+ 7 18+ 6 18£8 166 >0.05
Na (mmol/L) 141 £2 141£2 140 £3 141 £2 >0.05
K (mmol/L) 436+0.27 439+0.43 4.35+0.36 430+039  >0.05
Ca (mg/dL) 9.82 £0.40 9.73 £0.40 9.60 = 0.54 9.57+0.55 >0.05
Hb (g/dL) 154 £0.8 149+1.2 14.8+1.4 149+1.2 >0.05

x: ortalama, s: standart sapma
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4.2. KONTROL GRUBU VE HASTA GRUPLARININ YAS ACISINDAN
DEGERLENDIRILMES]

Calismamizda BPH, KrP, PK ve kontrol gruplarinin yas dagilimi1 Tablo 10°da
verilmistir. Kolmogorov-Smirnov testi ile hasta gruplarinin ve kontrol grubunun yas
degerlerinin normal dagilmadig: belirlendi (p <0.05). Parametrik olmayan testlerden
bagimsiz Kruskal Wallis testi yapildi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmadi (p >0.05).

Tablo 10. Kontrol grubu ve hasta gruplarinda yas dagilimlari

Kontrol BPH KrP PK p
(n=30) (n=63) (n=45) (n=33)

Yas, yil;

M=IQR 64+ 16 62=+9 64+ 13 66+ 13 >0.05

M: ortanca, IQR: ¢eyreklikler arasi genislik

4.3. KONTROL GRUBU VE HASTA GRUPLARI ARASINDA SERUM
HYAL AKTIVITE OLCUMLERI VE KARSILASTIRILMASI

BPH, KrP, PK ve kontrol grubuna ait serum HYALa (mU/L) ortanca,
ceyreklikler arasi genislik ve p degerleri Tablo 11°de gosterilmistir.

Gruplar arasinda HY ALa Kruskal Wallis testiyle karsilagtirildi ve istatistiksel
olarak anlamli fark saptandi (p <0.01) (Sekil 5).

Gruplar arasindaki anlamli farki aragtirmak i¢in grup i¢i karsilastirmalar Mann
Whitney U testi yapildi. Kontrol ve BPH grubu arasinda anlamli fark saptanmadi
(p=0.145). Diger gruplar arasinda anlamli fark saptand: (p <0.05). Kontrol ile KrP,
Kontrol ile PK, BPH ile KrP, BPH ile PK ve KrP ile PK gruplari arasindaki p degerleri
sirasiyla, p=0.001; p <0.001; p=0.007; p <0.001; p <0.001 olarak bulundu.

Ek hastaliklar (DM, HT, KAH) dislandiktan sonra 46 BPH, 20 KrP, 19 PK
hastas1 ile 30 kontrol grubunun serum HYALa karsilastirildi (Tablo 11). Grup igi
farklar benzer bulundu. Kontrol ile BPH, Kontrol ile KrP, Kontrol ile PK, BPH ile
KrP, BPH ile PK ve KrP ile PK gruplari arasindaki p degerleri sirasiyla, p >0.05;
p=0.003; p <0.001; p=0.040; p <0.001; p=0.001 olarak bulundu.
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Tablo 11. Kontrol grubu ve hasta gruplarinda serum HYALa

Kontrol BPH KrP PK p
(n=30) (n=63) (n=45) (n=33)
HYALa
(mU/L) 2193 + 664 2271 + 892 2873 + 1417 3533 + 582 <0.01
M=+IQR
Kontrol BPH KrP PK p
(n=30) (n=46) (n=20) (n=19)
HYALa
(muU/L)* 2193 + 664 2280 + 878 2950 + 1247 3513 + 369 <0.01
M=+IQR

*Hasta gruplarinda DM, HT ve KAH dislandi, M: ortanca, IQR: geyreklikler aras1 genislik

5000,00

4000,00

3000,00]

Serum HYALa (mUIL)

2000,00]

1000,00

T
Kontrol BPH KrP PK

Gruplar

Sekil 5. Kontrol grubu ve hasta gruplarinda serum HYALa (n=171)

Kutu, ceyreklikler aras1 genislik (IQR): 25. ile 75. persentiller arasi; yatay ¢izgi: ortanca (M); diisey
cizgi: +£1.5 IQR;
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4.4. KONTROL GRUBU VE HASTA GRUPLARI ARASINDA SERUM
HYAL KUTLE OLCUMLERI VE KARSILASTIRILMASI

BPH, KrP, PK ve kontrol grubuna ait serum HYALc (ng/mL) ortanca,
ceyreklikler arasi genislik ve p degerleri Tablo 12°de gosterilmistir.

Gruplar arasinda HY ALc Kruskal Wallis testiyle karsilagtirildi ve istatistiksel
olarak anlamli fark saptandi (p <0.01) (Sekil 6).

Gruplar arasindaki anlamli farki aragtirmak i¢in grup i¢i karsilastirmalar Mann
Whitney U testi yapildi. Kontrol ile BPH, Kontrol ile KrP ve BPH ile KrP gruplari
arasinda anlamli fark saptanmadi (p degerleri sirasiyla, p=0.127, p=0.216, p=0.527).
Diger gruplar arasinda anlaml fark saptandi (p <0.05). Kontrol ile PK, KrP ile PK ve
BPH ile PK gruplar1 arasindaki p degerleri sirasiyla, p <0.001; p=0.002; p <0.001
olarak bulundu.

Ayni hasta gruplarinda serum HYALa ayrica degerlendirildi (Tablo 12).
HYALa i¢in gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark goriildii (p <0.01) (Sekil
7). Grup i¢i karsilastirmalar Mann-Whitney U testi ile yapildi. Kontrol ile BPH grubu
arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0.218). Diger gruplar arasinda anlamli fark

saptandi (p <0.05).

Tablo 12. Kontrol grubu ve hasta gruplarinda serum HYALc ve HYALa

Kontrol BPH KrP PK p
(n=22) (n=22) (n=22 (n=22)
HYALc
(ng/mL) 5.52+1.30 6.35+1.76 7.23+4.58 13.89 £3.38 <0.01
M=+IQR
HYALa
(mU/L) 2076 + 558 1970 £+ 296 2853 + 1684 3736 + 470 <0.01
M=+IQR

M: ortanca, IQR: ¢eyreklikler aras1 genislik
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Sekil 6. Kontrol grubu ve hasta gruplarinda serum HYALc (n=88)
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Sekil 7. Kontrol grubu ve hasta gruplarinda serum HY ALa (n=88)
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45. KONTROL GRUBU VE HASTA GRUPLARI ARASINDA SERUM
TOTAL PSA OLCUMLERI VE KARSILASTIRILMASI

BPH, KrP, PK ve kontrol grubuna ait serum total PSA ortanca, ¢eyreklikler
aras1 genislik ve p degerleri Tablo 13’te gésterilmistir.

Gruplar arasinda serum total PSA diizeyi Kruskal Wallis testiyle karsilastirildi
ve istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p <0.01).

Gruplar arasindaki anlamli farki aragtirmak i¢in grup i¢i karsilastirmalar Mann
Whitney U testi yapildi. BPH ile KrP grubu arasinda anlamli bir fark saptanmadi
(p=0.699). Diger gruplar arasinda anlamli fark saptandi (p <0.05).

Ek hastaliklar (DM, HT, KAH) dislandiktan sonra 46 BPH, 20 KrP, 19 PK
hastas1 ile 30 kontrol grubunun serum total PSA diizeyi karsilastirildi (Tablo 13).
Gruplar arasindaki farklar benzer bulundu (p <0.05).

Tablo 13. Kontrol grubu ve hasta gruplarinda serum Total PSA diizeyleri

Kontrol BPH KrP PK p
(n=30) (n=63) (n=45) (n=33)
Total  PSA
(ng/L) 0.86+0.79 5.83+4.29 6.14+4.16 14.35+25.90 <0.01
M=+IQR
Kontrol BPH KrP PK p
(n=30) (n=46) (n=20) (n=19)
Total PSA
(ng/L)* 0.86+0.79 6.01+4.45 6.65+3.69 12.61+25.30 <0.01
M=+IQR
Kontrol BPH KrP PK p
(n=22) (n=22) (n=22) (n=22)
Total PSA
(ng/L)** 0.84+0.79 6.94+6.06 6.37+4.06 22.042551  <0.01
M=IQR

*Hasta gruplarinda DM, HT ve KAH dislandi.
**HYALCc 6l¢iilen hasta gruplarinda ayrica degerlendirme yapildi.
M: ortanca, IQR: ¢eyreklikler aras1 genislik
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46. PK HASTALARININ SERUM HYAL SEVIYELERININ
GLEASON SKORLARINA GORE DEGERLENDIRILMESI

PK hastalar1 Gleason Skorlarina gére 5 gruba ayrild1 (Grade Grup 1, 2, 3, 4 ve
5). Gruplar arasinda HYALa (n=37) ve HYALc (n=22) Kruskal-Wallis testiyle
karsilastirildi ve istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p >0.05) (Sekil 8 ve 9).

HYALa diizeylerinin degerlendirmesinde grup i¢i hasta sayilar1 ¢ok diisiik
oldugu igin, sadece Grade Grup 1 ve 5 degerlendirmeye alinarak istatistiksel analiz
yapildi. Mann Whitney U testi ile karsilastirilan iki grup arasinda anlamli fark saptandi
(p <0.05) (Sekil 10). Grade Grup 1 ve 5 serum HYALa ortanca ve geyreklikler arasi
genislik sirasiyla, Grade Grup 1 i¢in: 3513 +446; Grade Grup 5 igin: 3921 + 427 olarak
bulundu.

Serum HYALCc degerlendirmesinde iki grup arasinda anlamli fark saptanmadi
(p >0.05) (Sekil 11). Grade Grup 1 ve 5 serum HYALc ortanca ve g¢eyreklikler arasi
geniglik sirasiyla, Grade Grup 1 igin: 13.89 = 3.46; Grade Grup 5 i¢in: 13.21 £ 11.14

olarak bulundu.

4500,00

4000,00
|

3500,00]

Serum HYAL aktivitesi (mUIL)

3000,00

2500,00

T T T T T
Grup | Grup Il Grup Il Grup IV Grup W

Sekil 8. Gleason Sistemine gore gruplandirilan kanser hastalarinin serum HYALa
(Grade Grup 1: n=23; Grade Grup 2: n=5; Grade Grup 3: n=2; Grade Grup 4: n=2; Grade Grup 5: n=5)
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Serum HYALa (mUJIL)
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Sekil 9. Gleason Sistemine gore gruplandirilan kanser hastalarinin serum HYALc
(Grade Grup 1: n=14; Grade Grup 2: n=yok; Grade Grup 3: n=1; Grade Grup 4: n=2; Grade Grup 5:n=5)
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Sekil 10. Gleson Sistemine gore gruplandirilan Sekil 11. Gleson Sistemine gore gruplandirilan
kanser hastalarinin serum HYALa kanser hastalarinin serum HYALc
(Grade Grup 1: n=23; Grade Grup 5: n=5) (Grade Grup 1: n=14; Grade Grup 5: n=5)

°Kutudan 1.5-3 IQR (¢eyreklikler arasi genislik) uzaktaki veriler: u¢ deger, *Kutudan 3 IQR (geyreklikler
aras1 geniglik) uzaktaki veriler: asirt deger
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47. PK HASTALARININ SERUM TOTAL PSA DUZEYLERININ
GLEASON SKORLARINA GORE DEGERLENDIRILMESI

PK hastalar1 Gleason Skorlarina gore 5 gruba ayrildi (Grade grup 1, 2, 3, 4 ve
5).

Gruplarin serum total PSA diizeyi (n=37) Kruskal Wallis testi ile
degerlendirildi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0.003).
Ug ve asir1 degerler dislanarak yapilan istatistiksel analizde anlamlilik degismedi

(p <0.05) (Sekil 12).

200,00+ *
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Grup | Grup |l Grup il Grup IV Grup WV

Sekil 12. Gleason Sistemine gore gruplandirilan kanser hastalarinin serum total PSA
diizeyleri
(Grade Grup 1: n=23; Grade Grup 2: n=5; Grade Grup 3: n=2; Grade Grup 4: n=2; Grade Grup 5: n=4)

*Kutudan 3 IQR (geyreklikler aras1 genislik) uzaktaki veriler: asir1 deger
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48. PSADUZEYI GRi ZONDA OLAN (4-10 pg/L) BPH, KrP ve PK
GRUPLARI ARASINDA SERUM HYAL SEVIYELERI VE TOTAL PSA
OLCUMLERI VE KARSILASTIRILMASI

Kontrol grubunda gri zonda birey olmadig: igin degerlendirmeye alinmadi.
BPH, KrP ve PK gruplarina ait serum HYALa, HYALCc ve total PSA diizeylerinin
ortanca, ¢eyreklikler arasi1 genislik ve p degerleri Tablo 14’te gdsterilmistir.

Gruplar arasinda HYALa ve HYALc seviyeleri Kruskal Wallis testiyle
karsilastirildi ve istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p <0.05) (Sekil 13 ve 14).

Gruplar arasindaki anlamli farki arastirmak igin grup i¢i Mann Whitney U testi
yapildi. BPH ile KrP, BPH ile PK ve KrP ile PK gruplari arasinda HYALa igin p
degerleri sirasiyla, p=0.033; p <0.001 ve p=0.015 olarak, HYALc i¢in p degerleri
sirastyla, p=0.575; p=0.003 ve p=0.024 olarak bulundu.

Gruplar arasinda serum total PSA yoniinden anlamli fark saptanmadi
(p >0.05) (Sekil 15). Boxplot grafiginde gorsel olarak fark goriildiigii i¢in grup igi
karsilastirma yapildi. Sadece BPH ile PK arasinda anlamli fark saptandi (p=0.025).

Tablo 14. Gri zondaki BPH, KrP ve PK gruplarinda serum HYALa, HYALCc ve Total
PSA diizeyleri

BPH KrP PK p
(n=43) (n=38) (n=11)
HYALa
(mU/L) 2252 + 971 2775 + 1450 3416 + 466 <0.05
M+IQR
Total PSA
(ng/L) 5.83+2.41 5.96 = 3.99 8.04 +2.48 >0.05
M+IQR
BPH KrP PK p
(n=14) (n=20) (n=6)
HYALc
(ng/mL) 6.35+2.95 7.23+4.24 13.63 +3.07 <0.05
M+IQR

M: ortanca, IQR: ¢eyreklikler aras genislik
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Sekil 13. Gri zondaki BPH, KrP ve PK gruplarinda serum HYALa (n=92)
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Sekil 14. Gri zondaki BPH, KrP ve PK gruplarinda serum HYALc (n=40)
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Sekil 15. Gri zondaki BPH, KrP ve PK gruplarindaki serum Total PSA diizeyi (n=92)

49. KONTROL GRUBU VE HASTA GRUPLARINDA SERUM
HYAL SEVIYELERi ILE TOTAL PSA ARASINDAKi ILiSKININ
DEGERLENDIRILMESI

Kontrol grubu ve BPH, KrP, PK gruplari total olarak degerlendirildiginde
bulunan korelasyonlar asagidaki gibidir:

Serum HYALa ile total PSA arasinda pozitif yonde zayif korelasyon saptandi
(r=0.405, p <0.05, n=171).

Serum HYALc ile total PSA arasinda pozitif yonde zayif korelasyon saptandi
(r=0.344, p <0.05, n=88).

Serum HYALa ve HYALc arasinda pozitif yonde gii¢lii korelasyon saptandi (r=0.743,
p <0.01, n=88).
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4.10. YAS ILE SERUM HYAL DUZEYLERI VE PSA ARASINDAKI
ILISKiNIN DEGERLENDIRILMESI

Kontrol grubu ve BPH, KrP, PK gruplar1 total olarak degerlendirildiginde
bulunan korelasyonlar asagidaki gibidir:
Yas ile serum HYALa arasinda pozitif yonde zayif korelasyon saptandi (r=0.252,
p <0.05, n=171).
Yas ile serum HYALC arasinda pozitif yonde zayif korelasyon saptandi (r=0.242,
p <0.05, n=88).
Yas ile total PSA arasinda pozitif yonde zayif korelasyon saptandi (r=0.202,
p <0.05, n=171).

4.11. SERUM HYAL AKTIVITESI OLCUMUNUN PERFORMANS
OZELLIKLERI

4.11.1. Dogrusallik Calismasi

Dogrusallik ¢alismasi icin HYAL yiiksek serum havuzu (8645 mU/L) ve
bundan elde edilen seri diliisyonlu numuneler (1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32) kullanild:.
Yaptigimiz dogrusallik ¢alismasina gére yontemin 8645 mU/L’ye kadar lineer oldugu

goriildii. Tablo 15 ve Sekil 16’da sonuglar ve lineer regresyon grafigi verilmistir.

Tablo 15. Dogrusallik ¢alismasinda elde edilen HY AL aktivitesi ve seyreltme oranlari

HYAL aktivitesi (mU/L) Seyreltme oranlari
8645

4505 1/1

2702 1/2

1615 1/4

856 1/8

430 1/16

145 1/32
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Sekil 16. Dogruluk ¢alismasi sonuglarinin Lineer regresyon grafigi ve denklemi.

4.11.2. N-Asetil-D-Glukozamin’in Standart Absorbans Egrisi
Sekil 17°de seri diliisyonlarla hazirlanan N-asetil-glukozamin (NAG) standart

Ol¢iimlerinin absorbansa kars1 konsantrasyon grafigi gosterildi.
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Sekil 17. NAG konsantrasyon-absorbans lineer regresyon grafigi ve denklemi.

4.11.3. HYALa Kesinlik Calismasi

CLSI EP-5A onerileri dogrultusunda HY ALa kesinlik ¢aligsmasi i¢in hazirlanan
ti¢ farkl seviyedeki 6rnekler (disiik, orta ve yiiksek seviye) 20 giin boyunca her giin
2 kez (sabah, aksam) ve cift ¢alisildi. Elde edilen sonuglardan ¢’ Analyse it”’ programi
ile calismalar arasi ve giinler arast %CV degerleri hesaplandi. Sonuglar Tablo 16’da
gosterilmistir. Diisiik, orta ve yiiksek seviye igin 20 giinliik dagilimlar sirasiyla Sekil
18, 19 ve 20’de gosterilmistir.
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Tablo 16. HYALa kesinlik ¢aligmasi ve sonuglari

SABAH AKSAM
1.Calisma 2.Calisma 1.Calisma 2.Calisma

Gilinler Diigsik Orta  Yiksek Diusik Orta  Yiksek Disik Orta  Yiksek Disik Orta  Yiksek

1 3300 5047 8773 3183 6774 9336 3183 6192 7861 2776 6192 9453
2 3241 5532 7822 2776 5881 7415 3436 6056 9356 3513 6735 8754
3 2484 6075 8288 2931 5512 7880 3009 6211 7764 3125 5939 9356
4 2853 5726 9045 2465 5726 8637 3028 5318 8288 3125 5726 7570
5 2989 6405 7919 2892 6211 7512 2989 5357 8269 3222 5241 8269
6 2659 5454 9200 2717 5978 8793 3416 6405 8832 3649 4911 8832
7 3067 5901 9394 3455 5745 8987 3067 7337 8929 3241 5144 8929
8 3183 6250 9142 2873 6599 8735 3377 6250 8657 3028 6250 8657
9 2912 5493 8152 2679 6735 7745 2853 4930 9453 2776 5474 9453
10 2931 6328 8715 3125 6464 8307 2640 6444 8172 2717 5901 8657
11 2989 6522 9278 3125 5280 8870 3086 6599 9220 2601 5105 8579
12 3513 5726 9491 3028 6211 9472 3028 6328 8327 3571 4658 6677
13 2814 5474 8870 2601 5008 8463 3222 6774 9666 3125 5629 6017
14 3028 5182 8443 3571 6192 8036 3222 6852 8832 2931 5415 8172
15 2776 5842 9530 2989 6405 9200 2562 7046 8269 2892 5047 9220
16 2698 6250 8657 2640 5609 9336 2368 6813 8987 2484 6192 8929
17 3183 5765 8637 3086 6017 7589 2834 6211 6677 2640 5357 9666
18 2776 6017 8812 3028 5532 7570 3047 7123 9064 2776 4697 9239
19 2640 6211 9142 3222 6017 7162 3552 5745 8055 3513 5745 9006
20 2368 5532 9220 3222 5609 8832 3455 6599 8676 3125 6211 9181

Diisiik Orta Yiiksek

Seviye Seviye Seviye
% CV calismalar aras1 % 7.65 % 9.42 % 7.22
% CV giinler arasi % 10.01 % 9.75 % 8.19
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Sekil 18. HYALa diisiik seviye kesinlik ¢alismas1 ve 20 giinliikk dagilimi
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Sekil 19. HY ALa orta seviye kesinlik ¢aligmasi ve 20 giinliik dagilim1
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4.11.4. Geri Kazanmim Calismasi
Tiim havuzlarin ortalamalar1 {izerinden HY AL igin % geri kazanim (recovery)

100.19 hesaplandi. Sonuglar Tablo 17°de gosterilmistir.

Tablo 17. HY ALa geri kazanim ¢alismasi

Oran Beklenen deger (mU/L) Olgiilen deger (mU/L) R (%)
Y 12054

3Y/1D 9263 9278 100.16
2Y/1D 8333 8579 102.95
1Y/1D 6473 6425 99.25
1Y/2D 4613 4348 94.25
1Y/3D 3683 3843 104.35

D 893

Ortalama 100.19

D: diisiik, Y: yiiksek

4.11.5. Kor, Tayin ve Ol¢iim Smirlari (LOB, LOD, LOQ)

20 kez caligilan kor numune absorbansi sonuglarindan elde edilen ortalama ve
standart sapmalar LOB, LOD ve LOQ hesaplanmasinda kullanildi. Kér numunenin
ortalama ve standart sapma absorbans degerleri sirasiyla 0.049 ve 0.004 bulundu
(Tablo 18).

LOB, LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 1087, 1217, 1745 mU/L olarak hesaplandi.

46



Tablo 18. HYALa kor okuma sinir1 (LOB) belirleme ¢aligmast

KOR ABSORBANSLARI

1. 6l¢iim 0.046
2. dlglim 0.048
3. Ol¢lim 0.052
4. 6lglim 0.052
5. Olglim 0.046
6. Olglim 0.049
7. 0lglim 0.048
8. 6l¢iim 0.056
9. 6l¢lim 0.045
10. 6lgtim 0.054
11. 6lgim 0.045
12. 6lglim 0.046
13. 6lgtim 0.052
14. 6l¢iim 0.044
15. 6lgtim 0.048
16. 6lglim 0.048
17. 6lglim 0.059
18. dlgtim 0.056
19. 6lglim 0.045
20. 6l¢iim 0.054
X 0.049
Ss 0.004
%VK 8.21

x: Ortalama, ss: Standart sapma, VK: Varyasyon katsayisi
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4.11.6. Serum HYAL Diizeylerinin ve Total PSA’nin Receiver Operating
Curve (ROC) Analizi, Kesim Degeri, Duyarhhg, Ozgiilliigii ve Olabilirlik
Oranlarn (Likelihood Ratio)

Klinik performansin degerlendirilmesinde biyopsi sonuglari esas alinarak ROC
analizi yapildi. ROC egrileri HYALa ve PSA diizeyi i¢in Sekil 21°de, HYALc icin
Sekil 22’de gosterildi. ROC egrilerinin koordinatlari Tablo 19, 20 ve 21°de verildi.

ROC analizinde HYALa, HYALCc ve PSA i¢in egri altinda kalan alanlar (AUC)
sirastyla, 0.866 (%95 Cl=0.807-0.926); 0.826 (%95 CI=0.719-0.933) ve 0.813 (%95
CI=0.718-0.908) bulundu.

HYALa, HYALc ve PSA i¢in en uygun kesim degerleri sirastyla, 3047 mU/L;
11.43 ng/mL ve 8.03 pg/L olarak hesaplandi.

Bu kesim degerlerine gore duyarlilik ve 6zgiilliik sirasiyla, HY ALa icin %88
ve %71, HYALc igin %82 ve %89, PSA i¢in %79 ve %71 olarak belirlendi.

LR(+) ve LR(-) degerleri sirasiyla, HY ALa i¢in 3 ve 0.1, HYALC i¢in 8 ve 0.2,
PSA i¢in 3 ve 0.2 olarak hesaplandi.

Gri zonda olan hasta gruplar i¢in serum HYAL ve PSA diizeylerinin ROC
analizi ayrica yapildi. Biyopsi sonuglarma gére ROC egrileri HYALa ve PSA igin
Sekil 23’de, HY ALc i¢in Sekil 24°de gosterildi.

Gri zon i¢in HYALa, HYALC ve PSA diizeyinin egri altinda kalan alanlar
(AUC) sirasiyla, 0.808 (%95 Cl= 0.699-0.918); 0.858 (%95 Cl= 0.742-0.974) ve
0.632 (%95 Cl=0.463-0.801) bulundu.

Gri zon i¢in duyarlilik ve 6zgiilliik sirasiyla HY ALa i¢in %75 ve %78, HY ALc
icin %83 ve %85, PSA i¢in %75 ve %55 olarak belirlendi.

Gri zon i¢in LR(+) ve LR(-) degerleri sirasiyla, HY ALa i¢in 3 ve 0.3, HYALc
icin 6 ve 0.2, PSA icin 2 ve 0.5 olarak hesapland.
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Sekil 22. Serum HYALCc (ng/mL) ROC grafigi (n=66; 22 PK, 44 biyopsi (-) hasta)
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Sekil 23. Gri zon i¢in serum HY ALa (mU/L) ve Total PSA (ng/L) ROC grafigi (n=92;
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Sekil 24. Gri zon i¢in serum HYALc (ng/mL) ROC grafigi (n=40; 6 PK, 34 biyopsi
(-) hasta)
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Tablo 19. Serum HYALa (mU/L) ROC analizi verileri (n = 141)

ROC egrisi koordinatlar:

HYALa } HYALa )

(mU/L) Duyarhhik 1- Ozgiilliik (mu/L) Duyarhhk 1- Ozgiilliik
1397 1,00 1,00 2804 0,93 0,36
1504 1,00 0,98 2843 0,87 0,34
1640 1,00 0,94 2931 0,87 0,31
1669 1,00 0,92 2969 0,87 0,30
1698 1,00 0,90 3008 0,87 0,29
1717 1,00 0,89 3047 0,87 0,28
1756 1,00 0,88 3076 0,84 0,27
1795 1,00 0,88 3096 0,84 0,26
1853 1,00 0,84 3202 0,81 0,22
1873 1,00 0,81 3231 0,78 0,21
1902 1,00 0,80 3251 0,78 0,18
1931 1,00 0,78 3280 0,75 0,18
1950 1,00 0,75 3319 0,75 0,17
1970 1,00 0,75 3358 0,75 0,16
2028 1,00 0,70 3426 0,63 0,15
2057 1,00 0,65 3445 0,63 0,13
2086 1,00 0,64 3474 0,63 0,11
2135 1,00 0,62 3523 0,51 0,10
2164 1,00 0,61 3542 0,48 0,10
2203 1,00 0,60 3561 0,45 0,10
2242 1,00 0,59 3581 0,45 0,09
2261 1,00 0,58 3610 0,42 0,07
2280 1,00 0,57 3659 0,42 0,06
2300 1,00 0,56 3697 0,39 0,05
2319 1,00 0,55 3736 0,36 0,05
2339 1,00 0,54 3785 0,33 0,05
2358 1,00 0,53 3823 0,30 0,05
2387 1,00 0,52 3862 0,27 0,05
2416 1,00 0,51 3891 0,24 0,05
2436 1,00 0,50 3911 0,24 0,04
2455 1,00 0,50 3930 0,21 0,04
2494 1,00 0,48 3979 0,18 0,04
2630 0,97 0,41 4124 0,06 0,02
2708 0,97 0,40 4173 0,06 0,00
2766 0,97 0,38 4328 0,00 0,00
2785 0,93 0,38 4388 0,00 0,00
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Tablo 20. Serum HYALCc (ng/mL) ROC analizi verileri (n = 66)

ROC egrisi koordinatlari

HYALc ) HYALc )
(ng/mL) Duyarhhk 1- Ozgiilliik (ng/mL) Duyarhhik 1- Ozgiilliik
0,03 1,00 1,00 8,44 0,81 0,27
2,59 1,00 0,97 8,62 0,81 0,25
4,28 1,00 0,95 8,95 0,81 0,22
4,49 1,00 0,93 9,32 0,81 0,20
4,63 1,00 0,90 9,55 0,81 0,18
4,73 1,00 0,88 9,93 0,81 0,15
4,80 1,00 0,84 10,44 0,81 0,13
4,87 1,00 0,81 11,43 0,81 0,11
4,98 1,00 0,79 12,32 0,77 0,11
5,10 1,00 0,75 12,79 0,72 0,11
5,33 1,00 0,72 13,16 0,68 0,11
5,61 1,00 0,70 13,26 0,63 0,11
5,75 1,00 0,68 13,52 0,54 0,11
5,89 1,00 0,65 13,89 0,50 0,11
6,07 0,95 0,61 14,37 0,45 0,11
6,21 0,95 0,56 14,89 0,40 0,11
6,30 0,95 0,54 15,25 0,36 0,11
6,44 0,90 0,52 15,52 0,27 0,11
6,58 0,90 0,50 15,88 0,22 0,09
6,91 0,90 0,45 16,09 0,18 0,09
7,23 0,86 0,43 16,30 0,13 0,09
7,32 0,86 0,38 16,72 0,09 0,09
7,42 0,86 0,36 17,30 0,04 0,09
7,61 0,81 0,31 19,25 0,04 0,06
8,02 0,81 0,29 22,00 0,00 0,00
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Tablo 21. Serum Total PSA (ug/L) ROC analizi verileri (n = 141)

ROC egrisi koordinatlari

Total PSA ) Total PSA )

(ng/L) Duyarhhik 1- Ozgiilliik (ng/L) Duyarhhik 1- Ozgiilliikk
0,08 1,00 1,00 7,13 0,81 0,38
1,51 1,00 0,99 7,21 0,81 0,37
2,11 1,00 0,98 7,27 0,81 0,36
2,60 1,00 0,97 7,30 0,81 0,35
3,03 0,97 0,97 7,39 0,81 0,34
3,17 0,97 0,96 7,48 0,81 0,33
321 0,97 0,95 7,50 0,81 0,32
3,67 0,97 0,89 7,61 0,78 0,31
3,92 0,93 0,88 7,63 0,78 0,30
4,01 0,93 0,88 7,83 0,78 0,29
4,03 0,93 0,87 8,03 0,78 0,28
4,13 0,93 0,85 8,12 0,75 0,28
4,26 0,93 0,84 8,66 0,69 0,27
4,30 0,93 0,83 8,77 0,69 0,26
4,34 0,93 0,81 8,87 0,66 0,25
4,39 0,93 0,80 8,93 0,66 0,24
4,45 0,93 0,77 9,13 0,66 0,23
4,54 0,93 0,76 9,32 0,66 0,22
4,60 0,93 0,74 9,46 0,63 0,20
4,68 0,93 0,73 9,51 0,63 0,19
4,76 0,93 0,72 9,53 0,63 0,18
4,80 0,90 0,72 9,58 0,63 0,17
4,82 0,90 0,71 9,63 0,63 0,16
4,84 0,90 0,70 9,68 0,63 0,15
4,88 0,90 0,69 9,91 0,60 0,14
4,92 0,90 0,68 10,06 0,60 0,13
4,96 0,90 0,67 10,44 0,60 0,12
4,99 0,90 0,65 10,89 0,60 0,11
5,26 0,90 0,63 11,88 0,60 0,08
5,38 0,90 0,60 12,42 0,57 0,07
5,53 0,90 0,56 16,90 0,48 0,02
5,57 0,90 0,55 22,00 0,42 0,00
5,62 0,90 0,54 25,76 0,39 0,00
5,67 0,90 0,52 27,53 0,36 0,00
5,75 0,87 0,51 29,64 0,33 0,00
5,87 0,87 0,50 32,82 0,30 0,00
5,95 0,87 0,49 33,14 0,27 0,00
6,01 0,87 0,48 39,17 0,21 0,00
6,09 0,87 0,47 47,95 0,18 0,00
6,25 0,87 0,46 70,07 0,15 0,00
6,61 0,84 0,45 92,94 0,12 0,00
6,73 0,81 0,44 148,01 0,09 0,00
6,83 0,81 0,42 198,40 0,06 0,00
6,97 0,81 0,41 339,90 0,03 0,00
7,09 0,81 0,40 482,00 0,00 0,00
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5. TARTISMA

Calismamizda biyopsi sonucuna gore tan1 konulan BPH, KrP, PK hastalarinda
ve saglikli bireylerde serum HYALa ve HYALc 6lgiildii. Bunun yani sira serum
HYALa ol¢lim yoOnteminin analitik ve klinik performans: degerlendirildi.
Calismamizda PK olan hastalarda serum HYAL diizeyleri benign hasta gruplarina
gore yiksek saptandi. PK’nin degerlendirilmesinde tanisal duyarlilik ve o6zgiilliikk
PSA’ya gore daha yiiksek bulundu. Ozellikle PSA’nin diisiik oldugu gri zondaki
hastalarin (PSA diizeyi 4-10 pg/L) ayrica degerlendirilmesinde hem HYALa hem de
HYALc 6l¢iimlerinin duyarlilik ve 6zgiilliikkleri PSA’ya gore yiiksek saptandi. HY ALa
6l¢lim yontemi analitik performans agisindan yeterli bulundu. HY AL aktivite ve kiitle
Ol¢limleri arasinda pozitif yonde giiclii korelasyon bulundu.

PK, erkekler arasinda ikinci siklikta goriilen kanserdir ve kansere bagl 6liim
sebepleri arasinda besinci sirada yer almaktadir (1). PK, erken tan1 ve tedavinin artmasi
ile birlikte insidans1 artan kanser tiirlerinden biridir. PK’li hastalarin tan1 ve takibinde
PRM, serum PSA konsantrasyonu ol¢iimii ve TRUS kullanilmaktadir (6). Bu
yontemlerle elde edilen bulgular 1s181nda PK ayirici tanisinda, TRUS egliginde prostat
biyopsisi ve patolojik degerlendirme altin standart kabul edilmektedir. Biyopsi sayisini
azaltmak ve hastanin hayat kalitesini bozmamak i¢in PK tanisinda invaziv olmayan
tan1 yontemlerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur.

PSA giinlimiizde, BPH takibinde, bireysellestirilmis PK taramasinda, lokalize
PK kiiratif tedavileri sonrasi izlemde, hormonoterapi ve kemoterapiye yanitin
degerlendirilmesinde kullanilan degerli bir parametredir. PSA tanisal degildir; bir
erkegin PK riskini degerlendirmeye yardimci olur ve biyopsinin ne zaman
yapilmasinin uygun olacagini belirlemek i¢in diger parametrelerle birlikte
kullanilmalidir. PSA’nin dezavantaji kansere degil organa 6zgii bir biyokimyasal
belirte¢ olmasidir. Ozgiilliigii yetersizdir ve tan1 aninda klinik bakimdan 6nemli
kanseri, klinik olarak 6nemi olmayan kanserden ayirt edememektedir (10, 11).

Idrar, serum ve plazmada HA ile HYAL testi bakilabilmektedir (24). Doku,
serum ve idrarda bir¢ok hastalik ve kanserde farkli diizeylerde HY AL tespit edilmistir
(15-17). PK’nin bilinen tani ve takibinde, serumda Olgiilen yiiksek duyarlilik ve
ozgiilliige sahip PK biyobelirteglerinin kullanilmasi yararl olabilir. Bu biyobelirtegler
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mevcut yontemlerle birlikte veya tek basina PK tani ve takibinde daha etkili bir yontem
olarak kullanilabilir. Taramada, uygun tedavi yonteminin se¢iminde, tedaviye verilen
yanitin izlenmesinde, rekiirrensin takibinde ve prognozun 6ngoriilmesinde gilivenilir
bir PK belirteci fayda saglayacaktir.

HA metabolizmasinda diizenleyici iglevlerinden dolayr HY AL’ler 6nemlidir.
HYAL (EC 3.2.1.35) HA’nin yikimmi saglayan bir endoglikozidazdir.
Glikozaminoglikandaki B-1,4 glikozidik baglarimi yikarak oligosakkaritler (tetra ve
hekza) olusur. Son f{iriin olarak indirgeyici terminalde N-asetil glukozamin kalir.
HYAL analizlerinden en yaygin kullanilanlarinda prensip, N-asetil glukozamin
olusumu veya HA yikimina bagl viskozite veya bulanikligin 6l¢timiine dayanir.

Calismamizda serum HYALa Ol¢limiinde Takahashi ve ark. kullandigi
indirgeyici terminalde olusan N-asetil glukozaminin kolorimetrik yolla saptanmasina
dayanan yontem kullanilmigtir (95).

Saglikli popiilasyon igin literatiirde farkli serum HYALa degerleri
bulunmaktadir. Ornegin, Wilkinson ve ark. serum HYAL diizeylerini ortalama ve
standart sapma olarak 17.1 £ 3.6 U/L olarak bulurken, Natowicz ve ark. 4476 + 1144
mU/L, Muckenschnabel ve ark. 1.4-1.8 U/L arasinda, Laudat ve ark. 9.3 + 1.7 U/L,
Kucur ve ark. 2838 + 417.67 mU/L bulmuslardir (75, 101-104). Kontrol grubunun
ozellikleri ve HYAL ol¢iimiinde kullanilan yontem farkliligi literatiirdeki bu
farkliliklara sebep olabilir. Caligma prosediirleri arasinda farklar ayni ydntemi
kullanan makalelerde bile bulunmaktadir. Bu farkliliklara ornek olarak {inite
hesabinda kullanilan keyfi birimler, santrifiij hiz ve siireleri, ortam pH’si, substrat
konsantrasyonu, inkiibasyon siireleri ve sicakliklari, numune miktar: verilebilir.

Yazarlarin farkli iiniteler kullanmasi farkli serum HYALa degerleri
bulunmasina neden olabilir. Bonner ve Cantey yaptiklari ¢aligmada 0.1 mL hacimde
0.05 mg/mL bovine testikiiler HY AL tarafindan ortaya ¢ikan iiriin N-asetil glukozamin
miktarimi 1 U/L olarak tarif etmistir (94). Diger makalelerde bir enzim iinitesi 37 °C’de
1 umol substrat1 1 dk’da iiriine doniistiiren enzim aktivitesi olarak klasik {inite tarifi
kullanilmistir (92, 93, 104). Calismamizda bu tanim ile HYAL aktivitesi U/L
(umol/dk/L) = (AAsss/dk x 10°x V1) / (e x d x Vs) formiilii kullanilarak {inite hesabi
yapildi. € (NAG’nin 585 nm’deki molar absorbtivite katsayisi) ¢alismamizda 20 598

L.molt.cm™ olarak bulundu. Calismamizda bulunan ¢ katsayisi, Reissig ve ark.’nin
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buldugu katsayr (21 000 L.mol*.cm™) ile uyumludur (92). Wilkinson ve ark. 582
nm’de ¢ katsayisin1 15 700 = 291 L.mol*.cm™ bulmuslardir (103).

Yapilan calismalar enzim reaksiyonunda tiirbidite kaynakli interferansi
onlemek  i¢cin  santrifiij  yapilmasin1  Onermektedir.  Ancak  Onerilen
santrifiij hizlar1 arasinda farkliliklar vardir. Muckenschnabel ve ark.’nin ¢alismasinda,
reaksiyon ortami 4 °C’de 6000 g’de 10 dakika santrifiij edilirken; Wilkinson ve
ark.’nin caligmasinda, 1500 g’de 10 dakika; Takahashi ve ark.’nin g¢alismasinda,
18000 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir (75, 95, 103). Yiiksek devirde ve uzun
siirelerde santriifiij zaman alicidir ve tiiplerin kirilma ihtimali artabilir. Ozgiin ve
ark.’nin ¢aligmasinda, 6000 g’de 10 dakika ve 18000 g’de 10 dakika santrifiigasyon
sonrasinda supernatanlarin spektrofotometrik okumalar1 arasinda fark bulunmadigi
gortilmistiir (105). Bu veriden yola ¢ikarak ¢alismamizda Takahashi ve ark.’nin
calismasindaki santrifiij hizna uyulmadi. Calismamizda Ozgiin ve ark.’nin
calismasina uygun sekilde 10 dakika boyunca 4 °C’de 1500 g’de santrifiij islemi
gerceklestirilmistir.

Enzimin optimum aktivitesi i¢in enzim analizlerinde en uygun pH’de bir
tampon kullanilir. Yapilan galismalarda HYAL’in optimum pH’si i¢in kullanilan
tampon pH’si 2-5 arasinda degisir. Kucur ve ark.’lar1, Natowicz ve ark.’lar1, Laudat
ve ark.’lar1 ¢caligmalarinda pH: 3.9 kullanmiglardir (101, 102, 104). Serum HYAL’in
optimum pH’sinin, lizozomal enzimin pH’si (pH: 3.5) ile benzer oldugu ve testikiiler
HYAL’in pH’sinden (pH: 4.5-6) farkli oldugu bildirilmistir (103). HY ALa ¢alisma
yontemimizde pH: 3.9 kullanildi. Bu pH’nin tercih edilmesinin sebebi serum
HYALa’nin agirlikl olarak lizozomal kaynakli oldugunun diisiiniilmesidir.

Yine farkli caligmalarda 0.8 M tetraborat ¢ozeltisinin pH degerleri 9.5 ile 11
arasinda degigsmektedir. Calismamizda pH: 10.5 kullanildi. Kullanilan kimyasal ve
yapilan igslem Takahashi ve ark. ile benzerdir (95). Muckenschnabel ve ark. alkali borat
soliisyonunu borik asit (H3BO3), potasyum hidroksit (KOH) ve potasyum karbonat
(K2CO3) kullanarak hazirlamislar ve pH: 9.1°e ayarlamiglardir (75). Reissig ve ark. ise
pH: 8.9u tercih etmislerdir (92).

DMAB ayiracinin hazirlanmasinda da farkliliklar goriilmektedir. Yapilan
calismalarin tamaminda DMAB stok ¢ozeltisi, belli bir miktar DMAB’nin,

konsantre HCI asit ve asetik asit i¢eren ¢ozeltide ¢oziinmesiyle hazirlanir. Calismadan
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hemen Once stok ayirag, asetik asitle seyreltilerek taze kullanilir. DMAB ayiracinin
hazirlanigindaki ~ fark DMAB  miktar1  ve  stoktaki  konsantre  HCI
asit ve asetik asit oranlarindan veya calisma ayiracinin seyretme oranindan
kaynaklanmaktadir. Sharma ve ark.’nin calismasinda, 1 g DMAB 1/9 oraninda
HCl/asetik asit karisiminda ¢oziilerek stok hazirlanmis ve ¢alisma sirasinda bu stok
1/9 oraninda asetik asitle seyreltilmistir (106). Reissig ve ark.’nin ¢alismasinda, 10 g
DMAB 12.5/87.5 oraninda HCl/asetik asit olacak sekilde stok hazirlanip c¢alisma
aninda stoktan 1/9 oraninda asetik asitle seyreltilmistir (92). Muckenschnabel ve
ark.’nin ¢alismasinda, 20 g DMAB 25/75 oraninda HCl/asetik asit olacak sekilde stok
hazirlanip ¢alisma aninda stoktan 1/4 oraninda asetik asitle seyreltilmistir (75).
Calismamizda stok ¢ozelti, 10 g DMAB’nin %12.5 10 N HCI ve %87.5 asetik asit
cozeltisinde ¢ozlilmesiyle hazirlandi. Calisma sirasinda 1/9 oraninda asetik asit ile
seyrelterek kullanildi.

Caligmalar arasindaki bir bagka farklililk da ortamdaki substrat
konsantrasyonundan kaynaklanmaktadir. HYAL enzimi substrat olarak HA’y1
kullanir. Wilkinson ve ark. 4 mg/mL; Kucur ve ark., Natowicz ve ark., Laudat ve ark.
250 mg/L; Sharma ve ark. 50 mg/L ve Takahashi ve ark. ise 1,5 mg/mL HA
konsantrasyonu kullanmiglardir. Substrat konsantrasyonu enzim hizini etkiler. Rutin
caligmalarda enzimler i¢in yeterli substrat miktar1 yaklasik olarak 10 Km’dir. HY AL-
1, insan plazmasindan izole edilen ve karakterize edilen ilk HY AL dir ve tiimdrlerde
eksprese edilen ve sadece asidik pH’lerde aktif olan major HY AL’dir. Natowicz ve
ark. tarafindan HYAL enziminin pH= 3.9’daki Km’sinin 114 mg/L, Vmax’min ise
5102 mU/L oldugu bulunmustur (104). Béylece HYAL enzimi igin yeterli substrat
konsantrasyonunun en az 1140 mg/L olacag diistiniilebilir. Buradan hareketle
calismamizda HA miktar1 1.5 mg/mL (1500 mg/L) olacak sekilde substrat tamponu
hazirlandi ve 50 pL serum 6rnegi kullanilda.

Inkiibasyon siirelerindeki farkliliklara drnek olarak; Wilkinson ve ark. 37
°C’de 24 saat; Natowicz ve ark., Laudat ve ark., Kucur ve ark. 37 °C’de 4 saat;
Takahashi ve ark. ise 37 °C’de 15 dakika inkiibasyon siiresi kullanmiglardir (95, 101-
104). Ancak, uzun bir 6n inkiibasyon siiresi enzim inhibisyonuna yol agabilir. Sonug

verme sliresini uzatarak tani ve tedaviyi geciktirebilir.
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Calismamizin hasta grubu, idrarda kanama olmasi, idrar yaparken yanma ve
agr1, kasiklarda agri, sik idrar yapma veya alt iiriner sistem sikayetiyle Uroloji
Klinigi’ne basvuran kisilerden secildi. Hasta gruplari ileri inceleme olarak yapilan
prostat biyopsi sonucuna tani konulan 141 kisiden olusmaktayd: (63 BPH, 45 KrP, 33
PK). Bu kisilerin demografik 6zelliklerini inceleyecek olursak 56’sinda DM, HT
ve/veya KAH mevcuttu. HYAL diizeyleri yiiksek olabilecek baska tiimor tanisi
konulan, karaciger hastalig1, romatolojik hastaliklar, transplant hastalari, dermatolojik
rahatsizlig1 ve kollajen doku hastalig1 olanlar hasta gruplarina dahil edilmedi. Kontrol

grubuna ise tamamen saglikli olan 30 birey dahil edildi.

51. GRUPLAR ARASINDA SERUM HYAL AKTIVITESI VE
KONSANTRASYONU KARSILASTIRILMASI

Kontrol grubu ve hasta gruplarina (BPH, KrP, PK) ait serum HYALa ve
HYALCc 6lgtimleri degerlendirildiginde PK grubunda serum HYAL diizeylerinin diger
gruplara gore anlamli yiiksek oldugu saptanmustir (p <0.01).

Calismamizda hasta gruplarinin 56’sinda DM, HT ve/veya KAH 06ykiisii
bulunmaktadir, bu ii¢ klintk durumun serum HYAL diizeylerini arttirdig
bilinmektedir (101). Bu hastaliklar1 olan vakalar1 digladiktan sonra yapilan
karsilastirmalarda da benzer olarak serum HYAL diizeylerinin kanser grubunda
anlaml yiiksek oldugu (p <0.01) ve kontrol grubu ile BPH grubu arasinda anlamli fark
olmadigi saptandi (p >0.05). Bu bulgular 1s1ginda, serum HY AL diizeyleri 6lglimiiniin
kanser grubu ile benign gruplar arasinda 1yi bir ayrim yapabildigi diisiiniilebilir. Hem
PK dis1 tiim hastaliklar diglandiginda hem de diglama yapilmadiginda benzer olarak
saptanan sonuglarimiz, serum HYAL diizeylerinin PK tani ve takibi i¢in degerini
artirdigini diistindiirmektedir.

Dokularda, viicut sivilarinda ve hiicre kiiltiirlerinde HY ALa 6l¢timii “’ELISA-
like”” yontemi sayesinde miimkiin olmustur (100). Bu testin modifiye bir versiyonu
prostat ve mesane kanseri olan hastalarda doku ve hiicrelerde, mesane kanseri olan
hastalarda idrarda HYALa 6l¢gmek i¢in kullanilmistir (23, 98). PK’de HY ALa’nin
incelendigi birgok caligma vardir. Bu ¢alismalarin tiimii doku diizeyinde caligmalardir.
Literatiirde PK’de serumda yapilan bir caligma yoktur. Lokeshwar ve ark.’lart normal
prostat dokusu ve BPH dokularina kiyasla, PK’li tiimor dokularinda HY ALa’nin 3-10
kat arttigin1 gostermislerdir. PK’de yiiksek diizeyde HY AL-1 eksprese eden hiicrelerin
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varligi, hastaligin malign ve agresif ilerleyecegine isaret eder (23). Birgok ¢alismada
Klinik lokalize PK’de incelenen radikal prostatektomi orneklerinde, artan HYAL-1
diizeylerinin rekiirrensin bagimsiz prediktorii oldugu gosterilmistir (15, 16, 19, 82).
HYAL-1 enzimi PK’de, tiimor hiicrelerinin biiyiimesini, anjiojenezi, vaskiiler ve
lenfatik invazyonu tesvik eder. Yiiksek HYAL diizeyleri, timor hiicrelerinin invaziv
ve metastatik ozellikleriyle koreledir (18, 20, 22, 83, 84). PK tanisinda yeni bir
biyobelirte¢ olarak, idrar HY ALc 6l¢limlerinin yararli oldugunu gdsteren bir ¢alisma
bulunmaktadir (97). Bu c¢alismada Skarmoutsos ve ark.’lar1 PK tanisinda idrar
HYALc’nun klinik performansini degerlendirmislerdir. Calismada HY ALc duyarliligi
%70, ozgulligi %55 ve LR (+) degeri 3.67 bulunmustur.

Calismamizda serum oOrneklerinde HYALa ve HYALc olgiimleri kanser
hastalarinda benign gruplara kiyasla anlamli yiiksek saptanmistir (p <0.05).
Literatirde serum Ornegi ile karsilastirma yapabilecegimiz bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu yiizden doku ve idrarda yapilan diger ¢alismalarla
kiyaslandiginda sonuglarimiz literatiir ile uyumludur.

Kontrol ve BPH gruplar1 arasinda her iki 6l¢iim yonteminde anlamli fark
saptanmadi (p >0.05). KrP grubunda, kontrol ve BPH gruplarina kiyasla serum
HYALc 6lgiimiinde fark saptanmadi (p >0.05). Ancak HYALa 6l¢iimiinde anlamli
yiikseklik saptanmistir (p <0.05). Bu durumun KrP grubunda goriilen enflamatuvar
duruma bagl enzim aktivite artis ile iligkili olabilecegini diisiindiik.

Enflamatuvar hastaliklarda serum HA seviyelerinde patolojik artiglar
olabilmektedir. Yiiksek molekiiler agirlikli doku HA’lar1; kimyasal, mekanik veya
normal doku organizasyonunda goriildiigii gibt HY AL enzimleri ile yikilabilmektedir
(70, 107-109). Yapilan calismalar, ¢ogalan ve gbo¢ eden hiicreleri gevreleyen
periselliiler matrikslerin HA’dan olduk¢a zengin oldugunu gostermistir (110, 111).
Buradan anlagilacagi lizere normal doku organizasyonu ve islevi igin HA sentezi ve
yikimi arasindaki denge 6nem arz etmektedir. HA yikiminin diger ESM molekiillerine
kiyasla nispeten hizli oldugu bulunmustur (110, 112). Bu gézlemlerden yola ¢ikarak,
patolojik kosullarda HA katabolizmasinin, HYALa’daki artisa ve katabolik yol
boyunca iiretilen {riinlere bagli oldugu sonucuna varilabilir. Prostat parankimi
igerisinde enflamatuar hiicrelerin sayisinda artis saptanmasi histopatolojik prostatit

olarak tanimlanmaktadir. Otopsi serilerinde bilinen bir prostat hastalifi olmayan
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olgularin prostat dokusu oOrneklerinin %44’tinde enflamasyon bulunmustur (57).
Kronik enflamasyon paternleri, prostat hastalig1 bulunan veya bulunmayan hastalarin
prostat dokularinda goriilebilir. En sik goriilen enflamasyon sekli stromada yer alan,
prostat asinilerinin hemen yakinindaki lenfositik infiltrasyondur. Calismamizda
biyopsi yapilan hastalarin %33’1 prostatit tanist almistir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak
prostat dokusunda enflamasyona bagli HA artisiyla birlikte, KrP hasta grubunda
HYAL enziminde aktivite artis1 beklenmektedir. Calismamizda KrP grubundaki
HY ALa’nin kontrol ve BPH grubuna gore anlamli yiliksek saptanmasi bu diisiincemizi
desteklemektedir. HY ALc i¢in kontrol grubu ve benign hasta gruplari arasinda anlaml
fark saptanmamistir. Bu ii¢ grup i¢in enzim konsantrasyonunun birbirine benzer
oldugunu, ancak HY ALa 6l¢iim yontemi ile KrP grubunda HY ALa’nin diger gruplara
gore artig gosterdigini diistinmekteyiz.

Kontrol grubunda gri zonda birey olmadigindan; kontrol grubu gri zon
degerlendirmesine alinamamigtir. Gri zondaki hastalar degerlendirildiginde, kanser
grubunda serum HYAL diizeylerinin benign gruplara goére anlamli yiiksek oldugu
gorilmiistir (p <0.05). HYAL diizeyinin PSA diizeyleri diisiik olan hasta grubunda
da malign-benign hastalik ayriminda etkili olabilecegi diigiiniilmektedir. Literatiirde
gri zondaki verilerimizin karsilagtirilabilecegi bir ¢alisma yoktur. PK’de gri zonda

serum HY AL diizeylerinin incelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

52. GRUPLAR ARASINDA TOTAL PSA OLCUMLERI
KARSILASTIRILMASI

Kontrol grubu ve hasta gruplarina ait serum total PSA diizeyi Olgiimleri
degerlendirildiginde; BPH ile KrP grubu arasinda fark saptanmazken (p >0.05), diger
tim gruplarin arasinda anlamli fark saptanmistir (p <0.05). Kanser grubunda serum
total PSA diizeyinin diger benign gruplara gére anlamli yiiksek oldugu goriilmiistiir
(p <0.01). Gri zon degerlendirilmesinde serum total PSA o6lgiimiinde tiim gruplar
arasinda anlamli fark saptanmadi (p >0.05). Grup igi incelemelerde BPH ile PK grubu
arasinda anlamli fark saptanmistir. Gri zonda olan hastalarda serum total PSA diizeyj,
PK grubunda BPH grubuna gore anlamli yiiksek bulundu (p <0.05). Ancak gri zonda
PK hastalarin1t BPH’den ayirt etmede serum PSA diizeyleri anlamli gelmis olsa da p
degerinin istatistiksel giiclinlin  diistiigli goriildi. Total hasta gruplarinin

degerlendirmesinde serum PSA i¢in, PK-BPH ayriminda p degeri, p <0.01 iken, gri
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zon i¢in p=0.025 saptanmistir. PK tanisinda serum PSA organa 0zgii bir belirteg
oldugu icin duyarlilig1 yiiksek iken, ozellikle diisiik PSA diizeylerinde 6zgilliigi
diisiiktiir. Gri zonda bu durum belirgin hale gelmektedir.

PSA’nin klinik kullanima girmesi ile PK teshisinde ¢ok biiylik ilerlemeler
kaydedilmistir. Hastalara erken donemde kanser tanisi koymak miimkiin hale
gelmistir. Ote yandan PSA’nin PK taramasmdaki bu &nemli etkisi, sonucta klinik
acidan onemsiz sayilabilecek kanserlerin asir1 tedavi almasina yol agmustir (8). PSA
ile ilgili siiregelen tartisma PK tanisinda 4 pg/L sinirinin gegerli olup olmadigidir. PSA
halen tirolojide kullanilmakta olan 6nemli belirte¢lerden biridir. PSA PK’de taramada,
tanida, evrelemede ve tedavi sonrasi izlemde yaygin olarak kullanilmaktadir. 1990’11
yillarin basinda PK tanist i¢cin 4 pg/L degeri kesim degeri olarak kabul gdérmeye
baslamistir. Bu deger ayn1 zamanda PRM’si normal olan erkeklerde prostat biyopsi
endikasyonu i¢in de sinir olarak degerlendirilse de halen mutlak tan1 koyduracak PSA
kesim degeri bulunmamaktadir (7, 34).

PK tanist amaciyla PSA Kkesim degerinin disiiriilmesi ile ilgili ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir. 1997 yilinda PSA 2.5-4.0 pg/L araliginda olan ve PRM
bulgular1 tamamen normal olan hastalarda %?22 oraninda kanser saptanabilecegi
gosterilmistir (43). Boylece 2.5 pg/L degeri klinikte yaygin olarak kullanilmaya
baglamistir. Bu konuda 6nemli sonuglar doguran PCPT ¢alismasinda ise PSA diizeyi
4 png/L’nin altinda olan erkeklerde %15.2 oraninda kanser saptanmistir. Saptanan
kanserlerin patolojik 6zelliklerine bakildiginda ¢ogu disiik grade’li olmakla birlikte
azimsanmayacak oranda yiiksek grade’li kanser varligi goriilmektedir (113). Diger bir
calismada PSA diizeyi 2.0-3.9 pg/L olan hastalarda, bu aralikta azimsanmayacak
oranda (%21) kanser saptandigi, bu kanserlerin %24’iiniin Gleason skoru 7 veya
tizerinde oldugu bulunmustur (114). Calismamizda 2.6-4.0 pg/L araliginda kanser
saptanma orani, literatiir ile uyumlu olarak %15.3 bulunmustur. PSA diizeyi bu aralikta
olan on ii¢ hastadan iki hasta kanser tanis1 almistir. Bu hastalarin PSA diizeyleri 2.93
ve 3.84 ng/L’dir. Ancak ¢aligmamizda, bu iki hastaya kanser tanis1 koyabilmek i¢in
%84 oraninda hastaya gereksiz biyopsi yapilmustir.

Gri zon olarak tanimlanan aralikta yapilan ¢aligmalara bakacak olursak PSA
diizeyi 4-10 pg/L arasindaki erkeklerin %25-40’1 PK olup, %60-75’ine de gereksiz
biyopsi yapilmaktadir (34, 42). Gilbert ve ark.’lar1 36.316 prostat biyopsisinin
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sonuglarini degerlendirdikleri caligmada PSA diizeyi 4.0-10.0 ug/L olan grupta kanser
saptanma oranini %30.08 olarak bulmuslardir (115). Avusturya Tyrol Tarama galisma
verileri de bu bulgular1 desteklemektedir. Bu ¢alismada serum PSA diizeyi 4-10 pg/L
arasinda olan hastalarda kanser saptanma orani %30 olarak tespit edilmistir (114).
Literatlire bakildiginda gri zonda kanser saptanma orani ¢alismamizda daha diisiik
bulunmustur. Calismamizda serum PSA diizeyi 4-10 pg/L arasinda olan hastalarda
kanser saptanma orant %16 olarak bulunmus olup, gri zondaki erkeklerin %84’iine
gereksiz biyopsi yapilmistir.

Avrupa Uroloji Dernegi (EAU) PK kilavuzuna gore, normal PSA diizeyi
dedirtecek bir kesim degeri heniiz yoktur fakat geng erkeklerde PSA <2.5-3.0 pug/L
normal olarak kabul edilebilecegi Grade C tavsiye olarak belirtilmistir (Grade C;
tavsiye edilmekle birlikte bu konuda kesin sonuglara varmak i¢in ¢ok sayida ¢aligmaya

ihtiyag vardir) (7).

5.3. KANSER HASTALARININ GLEASON SKORLARINA GORE
DEGERLENDIRILMESI

Gleason Skorlarina gore gruplandirilan PK hastalarinda gruplar arasinda serum
HYALa ve HYALc agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p >0.05).
Gruplarda veri sayisinin diismesi ve veri dagiliminin biiyiik olmas istatistiksel farki
etkiledigi i¢in sadece Grade Grup 1 ve 5 arasinda degerlendirme yapilmigtir. HY ALa
icin iki grup arasinda anlaml fark saptanirken (p <0.05), HYALC i¢in anlaml fark
saptanmamustir (p >0.05). HYALc degerlendirilmesinde veri sayimizin diisiik
olmasinin (Grade Grup 1: n=14; Grade Grup 5: n=5) ¢alismamizin zayif yonii oldugu
ve daha fazla hasta sayisi ile daha anlamli sonuglar elde edilebilecegi diisiiniilmektedir.

Yapilan ¢alismalarda PK’de yiiksek HY AL diizeyleri rapor edilmistir (19, 23).
Lokeshwar ve ark.’larinin yaptiklar1 ¢calisma ilk kez tiimoér progresyonu ve HYAL
diizeyleri arasinda baglant1 kurmustur. Bu ¢alismada, diisiik grade’li (Gleason skoru
5-7) PK dokulariyla karsilastirildiginda yiiksek grade’li (Gleason skoru >7) PK
dokularinda 3-7 kat artmis HY ALa bulmuslardir. Metastatik PK lezyonlarinda, yiiksek
grade’li primer tiimoérlere oranla artmis HYALa gosterilmistir. Prostat timor
dokusunda eksprese edilen HYAL’in tiimdr progresyonuyla iligkili oldugu ve artan
HYAL diizeylerin timdriin agresif potansiyelini gosterdigi sonucuna vartlmistir (23).

Calismamizda Gleason skorlarina gore degerlendirdigimiz hastalarda anlamli fark
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bulunmamistir. Bu durumun yiiksek dereceli hasta sayimizin yetersiz olmasindan
kaynaklandig: diisiiniilebilir. Bu yiizden sadece en diisiik ve yiiksek dereceli gruplari
karsilastirdigimizda HY ALa i¢in bulgularimiz literatiir ile uyumlu goziikmektedir. Bu
konuda daha fazla hasta sayisi ile yapilan ileri ¢alismalara ihtiya¢ oldugu ve bu
calismalarla bulgularimizin desteklenebilecegi diistiniilmektedir.

Serum total PSA diizeyi i¢in Gleason gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark saptandi1 (p <0.05). Ozellikle Grade Grup 5°te serum PSA diizeylerinin
diger gruplara gore anlamli yiiksek oldugu goriilmiistiir (p <0.05). PK’de Gleason skor
degerlendirmesinde HY AL 6l¢iimleri i¢in yaptigimiz istatistiksel elemeyi, serum PSA
diizeyi i¢in uyguladigimizda ve u¢ degerleri disladigimizda; Grade Grup 1 ile 5
arasindaki anlamlilik bozulmamustir (p <0.05). PSA diizeyi arttik¢a kanser saptanma
orani, Ozellikle yiiksek grade’li kanser orani artmaktadir (113, 116-118). Bu da

verilerimizin literatiir ile uyumlu oldugunu gostermektedir.

5.4, GRUPLARDA HYAL DUZEYLERI ILE PSA ARASINDAKI iLISKI
VE YAS KORELASYONLARI

PK, esas olarak yashi erkeklerde goriillen bir hastaliktir. Yeni PK tanisi
konulmus erkeklerin %75’ini 65 yasin {istii erkekler olusturmaktadir. 50-59 yas arasi
erkeklerde PK insidans1 1970’lerden bugiine belirgin bir sekilde artig gostermektedir.
Bu artma egilimi tarama c¢aligsmalarinin neticesinde olusmustur. Boylece yeni PK’ye
daha erken yasta tan1 konulur hale gelmistir. Calismamizda tiim vakalar incelendiginde
yas ile HYALa, HYALc ve total PSA arasinda zayif ama anlaml pozitif korelasyon
bulunmustur. Calismamizda kontrol ve hasta gruplariin yaslar1 arasinda anlaml fark
saptanmamustir (p >0.05). Caligmamizdaki bulgularin 15181 altinda literatiirle uyumlu
olarak, yeni tan1 konulan PK’nin giderek orta yas hastaligi olmaya basladiginm
sOyleyebiliriz (119). Yapilan ¢alismalarda serum HYAL diizeyleri arasinda yas ve
cinsiyet incelendiginde anlamli fark bulunmamistir (93, 103). Bu da serumdaki
HYAL’in kaynaginin testikiiler doku olmadigini desteklemektedir. Verilerimiz
literatiir ile uyumludur. Tiim hastalar degerlendirildiginde serum HY ALa ve HYALc
ile total PSA arasinda pozitif yonde zayif korelasyon saptanmistir (Sirasiyla r=0.405,
p <0.05; r=0.344, p <0.05). Serum HYALa ve HYALCc arasinda ise pozitif yonde giiglii
korelasyon saptanmistir (r=0.743, p <0.01). Sonuglarimiz iki yontemin birbiriyle

uyumlu oldugunu gostermektedir.
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55. HYAL AKTIVITESI OLCUM YONTEMIi ANALITIK
PERFORMANSI

Serum HYALa agirlikli olarak lizozomal kaynaklidir. Ama serumda
testikiiler kaynakli HYAL de bulunmaktadir. Bu iki enzimin optimum pH’leri
farklidir. PK agisindan lizozomal kaynakli enzim aktivitesindeki degisiklikler daha
anlamlidir. Bu yiizden, reaksiyon ortaminin lizozomal enzim optimum pH’sine yakin
olmast Onemlidir. Bu veriler dogrultusunda calismamizda lizozomal enzim igin
optimum pH 3.9 olarak tercih edilmistir.

Yontemde son olarak olusan renkli iiriin kararli degildir. Bu iiriin zamanla
henliz tanmimlanmamis baska bilesiklere dontisebildigi igin, spektrofotometrik
okumalarin hizli yapilmasi (30 dakika i¢inde) énemlidir. Calismamiz manuel oldugu
icin bu siirelere dikkat edilerek tek seferde en fazla 40 6rnek ¢alisilmustir.

Calismamizda HY ALa 6l¢tim yonteminin analitik performans degerlendirmesi
kesinlik, dogrusallik, geri kazanim, tespit ve tayin sinirlart belirleme ¢alismalari ile
yapildi. Dogrusallik ¢alismasinda yontemin 8645 mU/L’ye kadar lineer oldugu
goriildii. LOB, LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 1087, 1217, 1745 mU/L olarak
belirlendi. Saglikl bireylerde normalde serum HYALa’nin ¢ok diisiikk oldugu ve bazi
calismalarda da saglikli bireylerde HY ALa’nin saptanamayacagi belirtilmistir (103).
Calismamizda LOD degerinin altinda serum HY ALa’ne sahip numune yoktu.

Kesinlik caligmasinda hesaplanan calismalar arasi ve giinler arasi % CV
degerleri sirasiyla, diisiik seviye i¢in %7.65, %10.01, orta seviye i¢in %9.42, %9.75
ve yiiksek seviye i¢in %7.22, %8.19’dur. Yapilan bir ¢alismada giin i¢i CV diisiik
seviye %4.6, yiiksek seviye %7.4 ve giinler aras1t CV %8.4 bulunmustur (104). Manuel
ve enzimatik bir test i¢in buldugumuz veriler yontemin kesinliginin kabul edilebilir
oldugunu gosterir. Sonuglar literatiir bilgisiyle uyumlu bulunmustur.

HYALa igin heniiz referans 6l¢iim yontemi yoktur ve referans materyal de
bulunmamaktadir. Bu yiizden, yontemin dogrulugunu test etmek i¢in geri kazanim
caligmalar1 yapildi. Ortalama % geri kazanim 100.19 olarak hesaplandi. Caligma
sonuglarina gore yontemin dogrulugunun kabul edilebilir oldugunu sdylemek

mumkindiir.
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5.6. HYAL DUZEYLERI VE TOTAL PSA KLINiK PERFORMANSI

HYAL yonteminin ve PSA’nin klinik performansin1 degerlendirmek igin,
calismamizda duyarlilik, 6zgiilliik, ROC analizi, kesim degeri ve olabilirlik oranlarina
bakilmustir.

ROC analizinde AUC sirasiyla, HYALa i¢in 0.866 (%95 CI: 0.807-0.926),
HYALc igin 0.826 (%95 Cl= 0.719-0.933), PSA i¢in 0.813 (%95 CI: 0.718-0.908)
bulunmustur. AUC’nin 1’e yakin olmasi testin diyagnostik giiciiniin ¢ok yiiksek
oldugunu gostermektedir.

ROC grafiginin koordinatlar1 {izerinden en uygun kesim degeri sirasiyla,
HYALa i¢in 3047 mU/L, HYALc igin 11.43 ng/mL, PSA igin 8.03 png/L
hesaplanmustir.

Bu kesim degerlerine gore testin duyarlilik ve 6zgiilliigii sirasiyla, HYALa igin
%88 ve %71, HY ALc i¢in %82 ve %89, PSA igin %79 ve %71 olarak belirlenmistir.

LR(+) ve LR(-) oranlar1 sirasiyla, HYALa i¢in 3 ve 0.1, HY ALc i¢in 8 ve 0.2,
PSA i¢in 3 ve 0.2 hesaplanmistir. HY ALc’nin LR(+)’in 10’a yakin olmasi ve LR(-)’in
de 0.1’e yakin olmasi testin klinik performansinin ¢ok iyi oldugunu gostermektedir.

Serum HYAL diizeylerinin klinik performans: literatiirle uyumludur.
Lokeshwar ve ark. PK’de inceledikleri radikal prostatektomi 6rneklerinde HY ALa igin
duyarliligi %84, 6zgilligi %80.5 bulmuslardir (82). Skarmoutsos ve ark. PK’de
inceledikleri idrar 6rneklerinde HY ALC i¢in duyarlilig1 %70, 6zgilliigi %55.2, LR (+)
degerini 3.67 bulmuslardir (97). Arastirmamiza gore literatiirde PK hastalarinda
serumla karsilastirma yapabilecegimiz bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak
sonuglarimizi kanserli tiimor dokularimda ve kanserli hastalarin idrarinda yapilan
caligmalarla karsilastirdigimizda, bulgularimiz literatiir ile uyum gostermektedir.

Gri zonda olan hastalarin serum HYALa, HYALCc ve PSA diizeylerinin ROC
analizi ayrica yapilmistir. Egri altinda kalan alan HYALa ve HYALCc i¢in benzer
bulunurken; PSA’nin egri altinda kalan alani gri zonda azalmistir. HY AL diizeylerinin
kanseri benign hastaliklardan ayirma gilicli gri zonda da yiiksek saptanmustir.
Literatiirle de uyumlu olarak PSA’nin gri zonda tanisal yeterliliginde azalma
goriilmistiir. Catalona ve ark.’nin 4 pg/L kesim degerinin yaygin kabul gérmesini
saglayan ve FDA onayina referans olan ¢alismasinda ¢ok daha diisiik 6zgiilliik orani

rapor edilmistir (duyarlilik %82, ozgiillik %48) (46). Calismamizda PSA igin
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literatiirde Onerilen kesim degeri 4 ng/L olarak alindiginda ise duyarlilik %94’e
yiikselirken, 6zgiillikk %14’e kadar diismektedir.

Gri zondaki hastalar ayrica incelendiginde testin duyarlilik ve ozgilligi
sirastyla HY ALa i¢in %75 ve %78, HY ALc i¢in %83 ve %85, PSA i¢in %75 ve %55
olarak belirlenmistir. Literatiirle uyumlu olan bulgularimiz PSA’nin diisiik diizeylerde
tanisal Ozgilligiiniin azaldigin1 gostermektedir. Hem HYALa hem de HYALc
Olctimlerinin duyarhilik ve 6zgilliigiiniin PSA’ya gore yliksek saptanmasi gelecekte
HYAL’in PK tanisinda 6nemli bir yer tutabilecegini ve PSA’nin yerini alabilecegini
distindiirmektedir.

HYALa ve HYALc’nin laboratuvar sartlarinda Olgiilebilmesi, HYALa
Ol¢limiiniin analitik ve klinik performans 6zelliklerinin iyi olmasi rutin ¢aligmalar i¢in
bu yontemi uygun kilmaktadir. Ancak HYALa Ol¢iimiinde ¢ok sayida islem
basamaginin olmasi, inkiibasyon siiresinin ve sicakliginin fazla olmasi nedeniyle
kolorimetrik yontemi otomatize etmek zordur. Bu da HYALa o&lgiimlerinin klinik

kullanima girmesini kisitlamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda hem serum HY ALa hem de HY ALc¢’nin PK hastalarinda benign
hasta gruplarina gore anlamli yiiksek oldugu saptanmistir. Ayrica HY ALa ve HYALc
Olctimleri arasinda pozitif yonde giiclii korelasyon bulunmustur.

Calismamizdaki 6nemli bir bulgu, gri bolge olarak tarif edilen ve serum
PSA’nin 4-10 pg/L aralifinda oldugu hastalarda serum HYAL diizeylerinin PK’yi
benign durumlardan ayirt edebilme giici olarak goéziikkmektedir. Calismamizda
PSA’nin diisiik degerlerde tanisal 6zgiilliigiiniin azaldigmin belirlenmesi ve hem
HYALa hem de HYALc o6lctimlerinin duyarlilik ve 6zgiilliigliniin PSA’ya gore gri
zondaki hastalar icin yliksek saptanmasi gelecekte HY AL’in PK tanisinda 6nemli bir
yer tutabilecegini ve PSA’nin yerini alabilecegini gostermektedir. Buna ragmen
HYAL ile ilgili genis hasta gruplari ile yapilacak ¢aligsmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
Dolayisiyla gelecekteki ¢aligmalarda alt {iriner sistem sikayetleriyle klinige bagvuran
hastalarda yapilacak serum HYAL o6lglimlerinin PSA, klinik muayene ve TRUS ile
kombine edilmesi, PK tanisinda HYAL’in 6nemini belirlemede yol gosterici
olacaktir.

HY ALa 6l¢iimiinde 6nemli bir zorluk HA’nin yapisinin viskozitesi nedeniyle,
HA Kkonsantrasyonunun arttikca (6zellikle >4 mg/mL) pipetlemede giicliik
yasanmasidir ve bu durumda ters pipetleme igleminin yapilmasi nerilmektedir (103).
Yiikksek HA konsantrasyonlarinda yanlis pipetlemeye bagh analitik hata
olusabilmektedir. Bu yiizden ¢alismamizda substrat tampon ¢ozeltisi hazirlanirken
optimum HA konsantrasyonu (1.5 mg/mL) kullanilmustir. Dikkat edilmesi gereken bir
diger nokta renkli son {irlinlin stabil olmamasidir. Bu yiizden 6rneklerin santrifiij
isleminden sonra spektrofotometrede bekletilmeden okutulmasi gerekmektedir.
Absorbansin 30 dakikaya kadar degismedigini gosteren kaynaklar bulunmaktadir
(101-104).

Kanser hastalarimizi  Gleason skorlarmma gore gruplandirdigimizda alt
gruplardaki hasta sayilarinin azalmasi ¢alismamizin 6nemli bir kisitlamasi olarak
goriilmektedir. Buna karsilik, ¢alismamizda HYAL aktivite ve kiitle dl¢limlerinin

karsilastirilmasi ¢alismamizin giiclii yonii olarak diisiiniilmektedir.
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Sonug olarak serum HYAL &lgiimlerinin PSA, klinik muayene ve TRUS ile
beraber kullanilmasinin, PK tanisinda yol gosterici oldugunu diisiinmekteyiz. Gelecek
calismalarda, daha biiyiik hasta gruplarinda periyodik araliklarla yapilan HYAL
Olgtimleri ile HYAL ve PK arasindaki iliskinin daha net bir sekilde tanimlanmasi

miimkiin goziikkmektedir.
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Kongresi, 2019
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EK 1: Saglik Bilimleri Universitesi Ankara Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi
Tipta Uzmanlik Egitim Kurulu Onay1

T.C.S.B.
(. ? Saghk Bilimleri Universitesi
@' j Ankara Saghk Arastirma Uygulama Merkezi
ANy Tipta Uzmanhk Egitim Kurulu

Vi anas T

Karar Defteri

Toplanti No: 0023 01.11.2017
BASKAN
Do¢.Dr.M.Recep Pekeici
Baghekim

TUEK ASIL (:?Yl'{l.il;iRl - TUEK YEDEK UYELERI
[ Prof. Dr Murat Kekilli — I
) Gastroenteroloji Klinigi. (Egitim Koordinatora)
Dog.Dr.Nadir Turgut Gavugogiu Prof Dr Meliha Korkmaz
Genel Cerrahi Klinigi Nukleer Tip Kiinigi
Prof.Dr. K Bahadir Alemdarogiu " | Dog.Dr Eiif Ergin F
Ortopedi ve Travmatoloji Kilinigi Radyoloji Klinigi
Prof.Dr.Ugur Koger Dog.Dr Ayse Esra Karakog .
| Plastik Rekonstriktif ve Estetik Cerrahi Klinigi Mikrobiyoloji Klinigi |
Dog.Dr Hilya Bagar Dog. Dr Necmi Arslan
| Anestezi ve Reanimasyon Klinigi = KBB Hastaliklar Klinigi
Dog Dr Sevim Aslan Felek Dog Dr Burcu Duyut Gakir
KBB Hastaliklari Klinigi B Fiziksel Tip ve Reh syon Klinigi

KARAR:
243.7.C.S.B.Saghk Bilimleri Universitesi Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Biyokimya Kliniginden Ast.Dr.Zeynep ADIYAMAN'in  “Serum hyaliironidaz
diizeylerinin; prostat kanseri, benign prostat hiperplazisi ve prostatitli hastalari
ayirmadaki onemi” konulu Tipta Uzmanlhk Tezi, Hastanemiz TUEK kurulu
tarafindan  goriigiildic ve Saghk Bilimleri Unv.Tip Fakiiltesi Dekanhgina
Sunulmasina karar verilmistir,

9‘;’.’0‘\"“‘3‘ \{kn s W
0¢.Dr.N.Turg ?ﬁ:\'usoglu Prof.Dr. ahadir Alemdaroglu

_//k\\/\ # T i
Prof.Dr.Ugur Koger l)ocf?r.llﬁl Jasar

Prof.Dr.Murat Kekilli
Egitim Koordinatorii

Do¢.Dr. Pekeici
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EK 2: Saglik Bilimleri Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig1 Onay1

SAGLIK BILIMLERI UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI DEKANLIGINA

11.01.2018

Adi Soyadi Zeynep ADIYAMAN

TC Kimlik No: 47551548582

Uzmanlik Dali(Anadal) Tibbi Biyokimya

Uzmanlik Egitim Kurumu: | Saglik Bilimleri Universitesi Ankara Saglik Uygulama ve Arastirma
Merkezi

Yukarida kimlik bilgileri belirtilmis tipta uzmanlik 6grencisinin Tez konusu, Akademik Kurulumuzda

degerlendirilmis, alinan karar asagida belirtilmigtir.
r
; 4 s

Prof. Dr. Fatih Giiltekin
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Bagkani

Akademik

Kurul Karar | 11/01/2018

Tarihi:

Karar No:
2018-10/1

Tez (X ) Uygundur.

Konusu: () Elestirilen ydnlerin giderilmesi sartiyla uygundur. Tekrar degerlendirmeye gerek yoktur
() Elestirilerin giderilmesi veya cevaplanmasi sonrasi tekrar degerlendirilmesi uygundur,
() Uygun degildir.
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Ek 3: SBU Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu Onay1

AWM VE 5
y »,;" . T.C. SAGLIK BAKANLIGI ¥
i ANKARA iL SAGLIK MUDURLUGU j")
SBU Ankara Numune Egitim ve Aragtirma Hastanesi
Klinik Aragtirmalar Etik Kurul Bagkanhg Saglik Bakanhg)

Sayr : E.Kurul -E-19-2462

2462-n0’lu ¢alisma

SBU Ankara SUAM Tibbi Biyokimya Klinigi’nden “Serum Hyaliironidaz
Diizeylerinin Prostat Kanseri Ve Benign Prostat Hiperplazisi Hastalarini Ayirmadaki Onemi”
konulu ¢alisma incelenmis olup, Etik agidan oy birligiyle uygun goriilmiigtiir.

21/02/2019

Prc%) Dr. Hiirrem Bodur
Etik Kurul Bagkan
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EK 4: Hasta ve Kontrol Grubu I¢in Aydilatiimis Onam Formu

GONULLU BiLGILENDIRME FORMU
Bir aragtirma projesine davet edilmektesiniz. Bu arastirmanin yiiriitiillmesi, Ankara Egitim ve Arastirma
Hastanesi Bilimsel Arastirmalar Degerlendirme Komisyonu’nun 16.12.2015 tarih ve 5196 sayili karari
ile onaylanmustir. Aragtirmaya katilmaya karar vermeden 6nce arastirmanin neden ve nasil yapilacagini
anlamaniz ¢ok Onemlidir. Arastirmaya katilim tamamen goniilliilik ilkesine bagl olup katilmay:
reddetmeniz herhangi bir cezaya ya da elde edilecek herhangi bir yararin kaybedilmesine kesinlikle yol
acmayacaktir. Ayni sekilde aragtirmaya katilmayi kabul ettikten sonra da arastirmanin herhangi bir
yerinde hi¢bir neden gdstermeksizin herhangi bir zarar ya da elde edilmesi beklenen bir yarar kaybina
yol agmadan arastirmadan gekilebilirsiniz. Liitfen biraz zaman ayirin ve asagidaki bilgileri dikkatlice
okuyun, isterseniz baskalariyla tartisin. A¢ik olmayan bir bolim varsa ya da daha ayrintili bilgiye
ihtiya¢ duyuyorsaniz liitfen bizi arayin. Ancak arastirmaya katilmak isteyip istemediginize karar vermek
i¢in liitfen biraz digtiniin.
1. Aragtirmayla ilgili Bilgiler:
a. Arastirmanin bilimsel adi: PSA (Prostat Spesifik Antijen) degeri gri zonda olan (4-10 ug/L)
hastalarin serum hyaliironidaz diizeylerinin; prostat kanseri ve benign prostat hiperplazisi hastalarini
ayirmadaki tarama amacl kullanilabilirligini arastirmak
b. Arastirmanin anlasilabilir basit adi: Serum hyaliironidaz diizeylerinin; prostat kanseri ve

benign prostat hiperplazisi hastalarin1 ayirmadaki dnemi

c. Sorumlu Arastirmacimin adi ve gorev yeri: Uzm. Dr. Elmas OGUS, Tibbi Biyokimya
Laboratuvart
d. Arastirmanmin igerigi: PSA, prostat dokusunda 6zgii olmakla birlikte prostat kanseri igin

Ozgiin degildir. Bu yiizden prostat kanserinin tanisi biyopsi patoloji sonucu ile konulmaktadir. HAase
timor dokusu tarafindan salgilanir. Prostat kanserinde yiiksek hyaluronidaz-1 (HYAL-1) aktivitesi
rapor edilmistir. Saglik Bilimleri Universitesi Ankara Egitim ve Arastrma Hastanesi Uroloji
Klinigi’nde, serum PSA degeri 4-10 pg/L aralifinda ve patolojisi olan hastalar patoloji sonucuna gore
benign prostat hiperplazisi ve prostat kanseri olarak smiflandirilarak bu hastalarin serumlarinda
hyaluronidaz diizeyleri dl¢iilecektir.

e. Arastirmanin amaci: Bu ¢aligmanin amaci gri bolge olarak tarif edilen ve serum PSA’nin 4-
10 pg/L araliginda oldugu hastalarda, serum hyaluronidaz diizeylerinin prostat kanserini benign

durumlardan ayirt edebilme giiclinii aragtirmaktir.

f. Arastirmanin niteligi: Uzmanlik Tezi
g. Arastirmanin baslama tarihi ve 6ngoriilen siiresi: Ocak 2018-Haziran 2019
h. Arastirmaya katilmasi beklenen goniillii sayisi: 30 benign prostat hiperplazisi hastast ve 30

prostat kanseri hastasi
i Katihmcinin arastirmaya dahil edilme nedeni: Biyopsi yapilan hastalarin tiimii calismaya
katilacaktir.

J. Arastirmada uygulanacak yontemler: Biyokimyasal analiz yontemleri
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2. Uygulama Sirasinda Karsilasabileceginiz Riskler ve Rahatsizhiklar: YOK

3. Arastirmaya Secenek Olan Diger Girisimler: YOK

Zararlarin Tazmini ve Arastirma Konusundaki Diger Sorularin Cevaplandirilmasi: Dr. Zeynep
Adiyaman Koger (T1bbi Biyokimya Asistani) bilgi alinabilir.

4. Goniilliiliik, Cahsmayr Reddetme ve Cahsmadan Cekilme Hakki, Calismadan
Cikarilma: Goniilliilerin ¢aligmay1 reddetme, ¢alismadan ¢ekilme veya ¢ikarilma hakki vardir.

5. Kimlik bilgilerinin ve elde edilen verilerin gizliligi nasil saglanacak? Arastirmay1 yapan
kisi tarafindan saglanacak.

6. Arastirma sonunda goniilliilere bilgi verilecek mi? Hastalar laboratuvar sonug¢larina
ulagarak klinisyenden bilgi alabilirler.

Arastirmamiza katildiginiz i¢in tesekkiir ederiz.

GONULLUNUN CALISMAYA KATILMA ONAYI

Yukarida agik¢a tanimlanan caligmanin ne amacla, kimler tarafindan ve nasil gerceklestirilecegi
anlayabilecegim bir ifade ile bana anlatildi. Bu arastirmadan elde edilen bilgilerin bana ve bagka
insanlara saglayacagi yararlar bana anlatildi. Arastirma sirasinda meydana gelebilecek riskler ve
rahatsizliklar bana anlayabilecegim bir dille anlatildi. Aragtirma sirasinda olugabilecek zarar durumunda
gerceklestirilecek islemler bana anlatildi. Arastirmanin yiiriitiilmesi sirasinda olas1 yan etkiler, riskler
ve zararlar ve haklarim konusunda 24 saat bilgi alabilecegim bir yetkilinin ad1 ve telefonu bana verildi.
Arastirma kapsamindaki biitiin muayene, tetkik ve testler ile tibbi bakim hizmetleri icin benden ya da
bagli bulundugum sosyal giivenlik kurulusundan higbir iicret istenmeyecegi bana anlatildi. Aragtirmaya
hi¢bir baski ve zorlama altinda olmaksizin goniillii olarak katiliyorum. Arastirmaya katilmayi reddetme
hakkina sahip oldugum bana bildirildi. Sorumlu arastirmaci / hekime haber vermek kaydiyla, hicbir
gerekce gostermeksizin istedigim anda bu ¢alismadan ¢ekilebilecegimin bilincindeyim. Bu ¢aligmaya
katilmay1 reddetmem ya da sonradan ¢ekilmem halinde higbir sorumluluk altina girmedigimi ve bu
durumun simdi ya da gelecekte gereksinim duydugum tibbi bakimi higbir bi¢imde etkilemeyecegini
biliyorum. Calismanin yiiriitiiciisi olan arastirmaci/hekim ya da destekleyen kurulus, caligma
programinin gereklerini yerine getirmedeki ihmalim nedeniyle, benim onayimi almadan beni ¢alisma
kapsamindan ¢ikarabilir. Calismanin sonuglari bilimsel toplantilar ya da yayinlarda sunulabilir. Ancak,
bu tlir durumlarda kimligim kesin olarak gizli tutulacaktir. Yukarida yer alan ve arastirmadan once
goniillitye verilmesi gereken bilgileri gosteren Goniilli Bilgilendirme Formu adli metni kendi
anadilimde okudum.

Bu bilgilerin icerigi ve anlami, yazili ve sozlii olarak agiklandi. Aklima gelen biitiin sorular1 sorma
olanagi tanind1 ve sorularima doyurucu cevaplar aldim. Bu kosullarla, s6z konusu arastirmaya higbir
bask1 ve zorlama olmaksizin goniillii olarak katilmay1 kabul ediyorum.Bu metnin imzal1 bir kopyasini

aldim. Géniilliiniin; Adi- Soyadi: Imzasi: Adresi (varsa telefon velveya fax numarasi): Tarih:

Acitklamalari Yapan Arastirmacnin; Adi- Soyadi: Imzasi: Tarih:
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