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ÖZET 

Güzel E. Prostat kanserli hastaların prostat sekresyon sıvılarından miRNA eldesi ve 

mikrodizin yöntemi ile miRNA ekspresyon profillerinin karĢılaĢtırılması. Ġstanbul 

Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Genetik ABD. Yüksek Lisans Tezi. Ġstanbul. 

2013. 

 

Prostat kanseri (PKa), erkek üreme sistemine bağlı salgı bezi olan prostatta 

oluĢan ve erkeklerde ölümle sonuçlanan en ciddi kanser türlerindendir. PKa, prostat 

hücreleri değiĢime uğradığında ve kontrol dıĢı çoğaldığında geliĢir. ĠlerlemiĢ ve 

metaztatik tümörler için tedavi seçenekleri kısıtlı olduğundan yeni tanı araçlarına 

ihtiyaç duyulmaktadır. Orta yaĢ ve üzeri erkeklerde sık görülen prostat bezi 

hastalıklarından Benign Prostat Hiperplazi (BPH) ise, yaĢa bağlı artan histolojik 

değiĢikliklerle ve prostat bezinin büyümesiyle karakterizedir. 

 

MikroRNA‟lar (miRNA) kısa, yaklasık 18-24 nükleotid uzunlugunda, 

kodlamayan, yeni kesfedilmis bir RNA çesididir. Gen ifadesi düzenlenmesinde görevli 

olan miRNA‟ların PKa dahil birçok kanserin patogenezinde rol oynadığı gösterilmiĢtir. 

Bu çalıĢmada PKa ve BPH vakalarının birbirinden ayırdedilmesinde kullanılabilecek 

spesifik miRNA ifade değiĢimlerinin tespiti amaçlanmıĢtır. 23 PKa ve 25 BPH‟lı 

hastadan prostat sekresyon sıvıları (PSS) toplanarak, miRNA profillemesi için 4 PKa ve 

4 BPH örneğiyle mikrodizin çalıĢması yapıldı. Sonrasında, ifade değiĢimleri anlamlı 

olan miRNA‟lardan dördü seçilerek kantitatif ters-transkripsiyon polimeraz zincir 

reaksiyonu (qRT-PZR) yöntemiyle doğrulama çalıĢması gerçekleĢtirildi. Ġstatistiksel 

analizler Student‟s t-test kullanılarak yapıldı ve ROC (Receiver Operating Curve) 

eğrileri SPSS-15.0 ile çizildi. 

 

 Mikrodizin sonuçlarına göre PKa hastalarında BPH‟lılara oranla miR-361-3p, -

133b, ve -221‟in ifade düzeylerinde anlamlı azalma, mir-203‟te ise artıĢ saptanmıĢtır. 

Bu miRNA‟ların ifadelerindeki değiĢimler, 23 PKa ve 25 BPH hastasının PSS örnekleri 

kullanılarak qRT-PZR yöntemiyle doğrulanmıĢtır. Yapılan ROC analizi, BPH ve 

PKa‟nın ayırdedilmesinde bu miRNA‟ların prostat spesifik antijen‟e (PSA) göre çok 

daha güçlü olduğunu göstermiĢtir.  



 xii 

Sonuç olarak, PSS‟de miRNA‟ların varlığı literatürde ilk kez tarafımızdan 

gösterilmiĢtir. Prostat masajının rutin muayenede kolay uygulanabilir olması, bu 

noninvaziv yöntemi PKa tanısında güçlü bir aday yapmaktadır. Sonuçlarımız, PSS‟de 

farklı eksprese olan miRNA‟ların tanı belirteci olarak kullanılabileceğini göstermiĢtir. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Prostat Kanseri, BPH, mikroRNA, mikrodizin, prostat sekresyon 

sıvısı 
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ABSTRACT 

Güzel E. Identification of microRNAs differentially expressed in prostatic secretions of 

patients with Prostate Cancer.Istanbul University, Institute of Health Science, 

Department of Genetics. Master of Science Thesis. Istanbul. 2013 

 

Prostate cancer (PCa) is one of the leading causes of cancer deaths in men and 

develops as a result of genetic/epigenetic alterations and uncontrolled cell proliferation. 

Since there are limited treatment options available for advanced/metastasized tumors, 

there is an urgent need for novel diagnostic tools for PCa. Benign Prostatic Hyperplasia 

(BPH) is a common prostate gland disease in middle-aged/old men and characterized by 

age-related histological changes and increased prostate gland growth.  

 

MicroRNAs (miRNAs), a newly discovered RNA type, are small, non-coding, 

and approximately 18-24 nucleotides in length. They are responsible for regulation of 

gene expression and are implicated in pathogenesis of many cancers, including PCa.  

In this study, we aimed to identify an miRNA expression signature that could be used to 

distinguish PCa from BPH. miRNA profiling of prostate secretion samples (PSS) of 

four BPH and four PCa patients, were performed using microarray. Then four of 

significantly deregulated miRNAs were further confirmed with quantitative reverse-

transcription polimerase chain reaction (qRT-PCR) in PSS samples. Statistical analysis 

was performed using Student‟s t-test. ROC curves were plotted with SPSS-15.0.  

  

 Microarray profiling revealed that miR-361-3p, -133b, and -221 were 

downregulated and miR-203 was upregulated significantly in PSS of PCa patients. 

Further qRT-PCR analysis confirmed the altered expressions of these miRNAs in PSS 

of 23 PCa and 25 BPH patients. These miRNAs, together and individually have much 

power (AUC:0.950) than prostate specific antigen (PSA) has (AUC:0.463) to 

discriminate PCa from BPH patients.  
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Consequently, we showed for the first time in the literature the presence of 

miRNAs in PSS. We suggest PSS as a powerful non-invasive source for prognosis 

evaluation in PCa, since prostate message can be easily applied during routine 

examination. Our results showed that certain differentially expressed miRNAs in PSS 

could be used as diagnostics markers.  

 

 

Key Words : Prostate Cancer, BPH, microRNA, microarray, prostate secretion fluids 
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1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

Prostat kanseri (PKa) günümüzde en sık görülen ve ölüme yol açan kanser 

türleri arasında yer almaktadır. Prostat, erkek üreme sisteminin bir bölümü olup, 

androjen hormonuyla büyümesi gerçekleĢir. YaĢ, ırk, kalıtım, diyet ve coğrafik yerleĢim 

gibi faktörler PKa oluĢum riskini arttırmaktadır.  

Orta yaĢ ve üzeri erkeklerde sık görülen, stromal ve glandular hiperplazi ile 

tanımlanan Benign Prostat Hiperplazi (BPH) ise prostat bezinde oluĢan hastalıklardan 

biridir. Prostat bezinin büyümesiyle tanımlanan BPH; üriner obstrüksiyona, mesane 

fonsiyonlarının bozulmasına ve böbrek yetmezliğine neden olabilmektedir. Rutin tanıda 

PKa ve BPH gibi prostata bağlı hastalıkların tanısında kullanılan Prostat Spesifik 

Antijen (PSA), meninin sıvılaĢmasında görev alan ve az miktarlarda kana geçen protein 

yapıdaki bir enzimdir
1
. Prostatın büyümesiyle kandaki PSA miktarında artıĢ 

görülebildiği gösterilmiĢtir fakat PSA‟nın PKa‟lı ve BPH‟lı hastaların birbirlerinden 

ayırdedilmesinde yeterli hassasiyete sahip olmaması, rutinde yeni yöntemlerin arayıĢına 

sebep olmuĢtur. 

RNA çeĢitlerinden; tek sarmallı, kodlama yapmayan, yaklaĢık 18-24 nükleotid 

uzunluğunda olan miRNA‟ların, farklı kanser türlerine göre değiĢim gösterdikleri tespit 

edilmiĢtir. Yeni bir gen regülatörü sınıfı olarak görülen miRNA‟ların ekspresyonunun 

çeĢitli kanser tiplerini sınıflandırmada kullanılabileceği ileri sürülmüĢtür
2
. Ayrıca, 

miRNA‟ların normal ile kanserli dokular arasındaki ekspresyon farklılıklarının 

belirlenmesi, miRNA‟ların kanser tanısında markör olarak kullanılmalarında oldukça 

güçlü bir aday yapmaktadır.  

miRNA‟ların yarısına yakınının genomun kırılgan yerlerinde olmaları, kanser 

patogenezinde önemli olduklarına dair güçlü kanıtlar sunmaktadır
3
. miRNA‟ların 

meme, akciğer, kolon ve prostat dahil pek çok kanser türünde kanserojenik 

farklılaĢmanın değiĢik seviyelerini ayırt edebileceği gösterilmiĢtir
4
. miRNA ekspresyon 

profilleri hastalıkların karakterizasyonunda çok önemli gelecek vadetmektedir.  
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Ġnsan vücut sıvılarında dolaĢan ve tanısal değeri olan miRNA‟ların varlığının 

tespiti kanser tanısında kullanılabilme olasılıklarını güçlendirmektedir. Ne zaman ve 

nerede eksprese edildiklerini anlamak, protein kodlayan genlerin ekspresyon bilgileri 

kadar önem arz etmektedir. Farklı miRNA‟larının tanımlanması sayesinde prostat 

kanserinin biyolojisi daha iyi anlaĢılacak ve yeni bulgular ile tedavi için yeni yöntemler 

geliĢtirmek mümkün olacaktır.       

Yapılan çalıĢmada öncelikle PKa‟lı ve BPH‟lı hastalardan non-invaziv yöntem 

olan prostat masajıyla (PM) elde edilen prostat sekresyon sıvılarında (PSS) 

miRNA‟ların varlığının tespit edilmesi, sonrasında ise mikrodizin analizi yapılarak bu 

iki grup arasında anlamlı ekspresyon farklılığı gösteren miRNA‟ların tanımlanması 

amaçlanmıĢtır. Tespit edilen miRNA‟lar 25 BPH‟lı ve 23 PKa‟lı hastadan elde edilen 

PSS‟lerde kantitatif ters-transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PZR) yöntemi 

ile doğrulanarak bu miRNA‟ların BPH ve PKa ayrımı için rutin tanıda 

kullanılabileceklerinin gösterilmesi hedeflenmiĢtir. 

 Elde edilen sonuçlarla miRNA‟ların PKa geliĢimindeki etkileri gösterilecektir ve 

bu bulgular ıĢığında PKa mekanizması daha iyi anlaĢılabilecek ve tedaviye yönelik yeni 

projelere öncülük edilebilecektir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Prostat 

Prostat, idrar kesesi ile dıĢ idrar yolu arasında olan üretranın baĢlangıç kısmını 

oluĢturan erkek üreme sistemine ait ekzokrin bezdir. Yapısı, fibromüsküler doku içine 

gömülü alveoller ve kanallardan oluĢur. YaklaĢık 3 cm uzunluğunda, 4 cm geniĢliğinde 

ve 2 cm kalınlığındadır. Ceviz büyüklüğünde olan prostatın yaklaĢık ağırlığı 18 – 20 

gramdır
5,6

. Prostat bezinin anatomik yapısı ġekil 2-1‟de verilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 2-1: Prostat bezinin anatomik görüntüsü 

 

Duktus deferens‟in geniĢlemiĢ olan son bölümü ampulla, idrar kesesinin arkasında rektumun 

önünde kıvrımlı tek bir kanal olan vezikülaseminalis, seminal sıvı ve idrarın atıldığı üretra, 

duktus deferens ile seminal kese kanalının birleĢmesinden oluĢan ejakülasyon kanalı, üretra 

arkasındaki sağ ve sol lobu birbirine bağlayan isthmus. Köpf-Maier, P.
5 

ve ark. „dan 

değiĢtirilerek alınmıĢtır. 
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2.1.1. Prostat Bezinin GeliĢimi 

Prostat bezi, intrauterin 3. ayında üretranın proksimal kısmının endodermi ve 

sinus mezenĢimi tarafından oluĢturulur. Bezin dıĢ glandular bölgesini üretral endoderm 

oluĢtururken iç bölgesindeki glandular dokuyu, üregenital ve mezonefrik epitellerin 

birleĢimi oluĢturur. DıĢ zon ilk baĢta sert yapıdadır ve bezin tübüler kısmını oluĢturur. Ġç 

zon ise bezin düz kaslarını, bağ dokusunu, kan ve lenf damarlarını oluĢturacak Ģekilde 

farklılaĢır. Prostat bezi doğumda küçük olup, puberteyle hızlıca geliĢir ve 40 yaĢından 

sonra sürekli büyümeye devam eder
7,8

. 

2.2. Prostat Kanseri 

Çagımızın en önemli hastalığı olan kanserin tüm dünyada görülme oranı hızla 

artarken 2012 yılında Avrupa‟da yapılan araĢtırmada kanser ölümlerinin sayısının 

737.747‟si erkek 576.489‟ü kadın olmak üzere toplamda 1.314.296 olacağı 

öngörülmüĢtür
9
. Kanser türleri içinde prostat kanserinin de yaygınlaĢtığı, ülkemizde

10
 

ve ABD‟de erkeklerde ölüm oranı en sık görülen ikinci kanser türü olduğu 

saptanmıĢtır
11

. Prostat kanserinin görülme sıklığı ülkeler ve etnik gruplar arasında 

değiĢkenlik göstermektedir. Amerikadan sonra prostat kanserinin en sık görüldüğü yer 

Avrupa ülkeleridir ve en az ise Güneydoğu Asya ülkelerinde görüldüğü tesbit 

edilmiĢtir
12

. Bu farklılıklardan kiĢilerin yaĢadığı cografyaların, diyet alıskanlıklarının, 

yasam tarzlarının yanısıra çevresel faktörlerlerin ve hereditenin de sorumlu oldugu 

düĢünülmektedir. 

Günümüzde insan ömrü ortalamasının uzaması ve prostat kanserinin görülme 

sıklığının da yaĢa bağlı olarak artıĢ göstermesi bu kanseri önemli sağlık problemleri 

arasına taĢımaktadır.  
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2.2.1. Prostat Kanserinin OluĢumu 

Prostat kanseri; genetik yatkınlık, ileri yaĢ ve çevresel faktörler gibi sebeplerle 

geliĢebilmektedir. Dokularda kanser için genetik yatkınlık oluĢtuğunda çevresel 

faktörler de tümör prekürsör lezyonlarının oluĢumuna farklı oranlarda zemin hazırlar. 

Prekürsörlerin bağımsız yayılımı multifökal tümör yayılımına sebep olur
13

. 

PKa‟nın görülme sıklığı yaĢa bağımlı olarak değiĢmektedir. 50 yaĢ altında nadir 

görülürken bu yaĢtan sonra görülme sıklığı hızla artar
14

. Ülkemizde PKa‟nın görülme 

oranının 50‟li yaslardaki bireylerde %8.3 olduğu, 80 yas ve üzerinde ise  %33.3‟e kadar 

yükseldiği kaydedilmiĢtir
15

. 

Prostat kanserinin görülme sebeplerinden biri de aile hikayesinde PKa‟nın 

bulunmasıdır. Bu durum bireyde PKa‟nın görülme riskini ve ölüm oranını 

arttırmaktadır. Babasında veya erkek kardeĢinde PKa olan bir bireyin bu kansere 

yakalanma riski normal erkeklere göre iki kat daha yüksektir. Birden çok etkilenen 

akrabası olan erkeklerde kanser riskinin artması genetik faktörlerin etkisini 

kanıtlamaktadır. Bazı genlerin ve ortak gen varyasyonlarının PKa riskini arttırdığı 

görülmüĢtür. Bunlardan biri kalıtsal prostat kanseri geni 1 (HPCG)‟dir. BRCA1 ve 

BRCA2 genlerindeki mutasyon kadınlarda meme ve overyan kanser riskini arttırırken 

bazı erkeklerde ise PKa‟ya sebep olmaktadır
16

. 

Diğer kanserlerdeki gibi PKa‟da en çok deregüle olan tümör süprösör geni, 

apoptoz ve hücre döngüsünde düzenleyici rolü olduğu bilinen P53 transkripsiyon 

faktörüdür. P53, DNA hasarı durumunda hücrenin kontrolsüz çoğalmasını önleyerek 

hücreyi apoptoza götürür
17

. P53 ile aynı islevi gören P63 ve P73 genlerinin de PKa 

geliĢiminde etkili olduğu tespit edilmistir
18

. Prostat kanserinin patogenezinde proto-

onkogenlerden Ras, Myc, Her-2/neu, ve PTI-1 genlerinde de rol oynadığı yapılan 

çalıĢmalarda gösterilmiĢtir
19

. Genetik etkilerin yanısıra gen ekspresyonunda önemli olan 

epigenetik faktörlerden DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlarının anormal 

değiĢimleri de tümörogenez ve metastaza neden olabilir
20

. 
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2.3. Benign Prostat Hiperplazi (BPH) 

Benign prostat hiperplazisi, Alt üriner sistem semptomları (AÜSS)‟nın yaygın 

sebeplerinden olan, prostat büyümesinin ve üretra üzerine etkilerinin olduğu, periüretral 

ve geçiĢ bölgesinde öncelikli bulunan hiperplastik nodül görüntüsü ile tanımlanmıĢtır
21

. 

(ġekil 2-2) 

 

 

 

ġekil 2-2: Prostat bezinin peri-üretral ve fibromusküler dokularının artıĢıyla oluĢan BPH 

görüntüsü 

https://www.healthtap.com/#user_questions/108934-what-does-bph-mean-on-a-chart
22

 

adresinden değiĢtirilerek alınmıĢtır. 

 

YaĢlı erkek nüfusunun ortak bir sorunu olan BPH, orta yaĢ ve üzeri erkeklerde 

en sık görülen dördüncü hastalıktır ve prostat bezindeki stromal ve epitelyal dokuların 

büyümesi ile tanımlanır. BPH‟nın doğal seyri; yaĢa bağlı artan histolojik değiĢiklikler 

ve prostat bezinin büyümesiyle karakterize edilmiĢtir. 30 yaĢ altı beyaz erkeklerin 

sadece % 10‟unda, 60 yaĢındakilerin % 42‟sinde, 80 ve üzeri yaĢındaki erkeklerin ise % 

80'ine yakın kısmında görülmektedir
23

. 46 yaĢında semptomsuz bir erkeğin sonraki 30 

yıllık yaĢamında AÜSS/BPH olma riskinin %45 olduğu bulunmuĢtur
24,25

. 

Ġdrar Kesesi 

Prostat 

Normal Prostat Ġyi Huylu Prostat Büyümesi 

mesi 

https://www.healthtap.com/#user_questions/108934-what-does-bph-mean-on-a-chart
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BPH‟nın genel semptomları arasında; sık idrara gitme, idrar akımında zayıflama, 

duraklama, idrar yapmada güçlük çekme ve idrar sırasında ağrı ve yanmalar görülür. 

BPH üriner obstruksiyona, mesane fonksiyon bozukluklarına, hatta böbrek yetmezliğine 

sebep olabilmektedir
26

. Hastalık ölümcül olmasa da ilerleyen ve hayat kalitesini bozan 

bir durum olduğu için bu kiĢilerin mutlaka uygun Ģekilde değerlendirilmeleri 

gerekmektedir.  

Prostatın normal ağırlığı 20 6 gramdır ve 21-30 yaĢ arası erkeklerde BPH 

geliĢimine kadar bu ağırlık sabit kalır. Otopsi çalıĢmaları sonucunda tanımlanan BPH‟lı 

erkeklerde bu ağırlık yaklaĢık 33 16 gram olarak tespit edilmiĢtir. 70 yaĢ ve üzeri 

erkeklerin % 4‟ünde 100 gramdan daha büyük boyutlara ulaĢmaktadır. BPH‟nın erken 

evrelerinde (31 ve 50 yaĢ arası erkeklerde) tümör ağırlığının  ikiye katlanma süresinin 

4.5 yıl olduğu, BPH‟nın ara fazında ise bu sürenin 10 yılda gerçekleĢtiği yapılan 

çalıĢmalarda gösterilmiĢtir
27

. 

BPH patogenezinde yaĢ, hormonlar ve epitelyal-mezenkimal etkileĢimleri etkili 

faktörlerdir
28

. Ġnsan BPH‟sı stromanın primer hastalıklarından biri olarak kabul edilir. 

Östrojen reseptörleri stroma da epitelyuma göre daha fazla yer aldığından östrojen bu 

hastalığın geliĢiminde etkilidir. BPH‟nın artıĢ insidansı androjen-östrojen dengesindeki 

değiĢimle uyumludur
29-31

. Epitelyum-stroma etkileĢimleri de büyüme faktörlerinin 

(epidermal büyüme faktörü, temel fibroblast büyüme faktörü ve transforme edici 

büyüme faktörü beta TGF-β) anormal seviyeleri de hiperplaziye yol açabilir
32

. BPH 

oluĢumunda androjenler diğer önemli faktörlerdir. Androjenlerin prostat bezi üzerinde 

mitojenik etkileri klinikte büyük öneme sahiptir. Androjenler prostat bezi ve 

poliaminlerin sentezinin hızlanmasına ve bu bileĢikler üzerinden RNA sentezine sebep 

olurlar. Bu yolla prostat bezinde stroma ve kan damarlarında hipertrofi ve hiperplazi 

ortaya çıkar
33

. 

BPH oluĢumunda etkili olan hormonlardan bir diğeri de testosterondur. 

Testosteron, 5 alfa redüktaz (5 α R) enzimiyle dihidrotestosteron (DHT) hormonuna 

dönüĢür. DHT hormonu testestorunu aktif hale getirerek testesteronun dokularda 

androjenik etki oluĢturmasını sağlar. Prostat bezinin normal büyüme ve geliĢme 

gösterdiği bireylere göre 5 α R enziminin eksikliği olanlarda anormal prostat geliĢimi 

görüldüğü saptanmıĢtır. 5 α R enzimi testesteronun birçok organda etkili olabilmesi için 

önemli bir kısmını DHT‟ye geri dönüĢümü olmayacak Ģekilde çevirir. Prostatın 

embriyolojik evredeki geliĢiminde ve dıĢ genital organların oluĢumunda DHT etkilidir. 
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5 α R tip II yokluğu olan veya ergenlik öncesi kısırlaĢtırılan erkeklerde prostatın tam 

geliĢmediği ve BPH oluĢumunun görülmediği saptanmıĢtır
34

.  

Androjenlerin etkisinde prostat bezinde steroid bağlayıcı protein ve PSA üretimi 

artar. DHT prostatın farklılaĢması, geliĢmesi ve salgı fonksiyonları kazanması için 

gereklidir. 5 α R enziminin etkisi ile testesterondan üretilen DHT, prostat mezenĢimal 

hücrelerinde keratinosit ve fibroblast büyüme faktörlerinin salgılanmasına neden 

olmaktadır. Bu büyüme faktörleri de hipertrofi ve hiperplaziye katkıda bulunurlar
35

. 

5 α R inhibitörü ile yapılan tedavisi sonucunda BPH‟lı hastaların DHT deriĢiminin 

azaldığı ve prostat bezlerinde küçülme gerçekleĢtiği kanıtlanmıĢtır
26

. 

Ġnsan prostatındaki stromanın miktarı yaĢ faktörü ile artsa da
36

 yaĢ tek baĢına 

BPH için etkili mekanizma değildir. Bunun yanısıra sosyoekonomik statü, sigara, 

hipertansiyon, diyet, diyabet, karaciğer sirozu gibi faktörlerin BPH‟nın geliĢiminden tek 

baĢlarına sorumlu oldukları kanıtlanmasa da etkili oldukları tesbit edilmiĢtir
23

. Takip 

eden çalıĢmalarda BPH‟ya yol açan sebeplerden biri olarak da düz kas hücrelerinin 

sayısındaki artıĢ gösterilmiĢ, hatta tamamen stromal nodüllerden oluĢtuğu 

doğrulanmıĢtır
28

. 

2.4. Prostat Kanseri’nin Tanı ve Tedavisi 

Prostat kanserinin erken evrelerinde genellikle semptomlar gözlenmez fakat 

kanserin lokalizasyonuna ve büyüme hızına göre değiĢik semptomlar görülebilmektedir. 

Prostat kanserlerinin çoğu çok merkezlidir ve birden çok derecelendirme yöntemi 

(greyd) vardır. Bunun için prostat karsinomunda yapısal paterne dayanan ve her prostat 

kanseri alanına iki derece veren Gleason sistemi skorlaması kullanılmaktadır. Gleason 

skoru sistemine göre 2-4 iyi, 5-7 orta ve 8-10 dereceler ise kötü Ģekilde farklılaĢan 

kanser türlerini gösterir
37

. Bu sistem hastalığın prognozu hakkında bilgi sahibi 

olunmasını ve uygulanabilirliği olan tedavi seçenekleri konusunda yol göstermektedir. 

Diğer bir tanı yönteminde kullanılan PSA, PKa‟nın erken teĢhisinde belirleyici, 

evreleyici özelliğinin yanısıra kanserin erken tanısı sayesinde ölüm oranını azaltan 

etkisi bilinmektedir
38

. Sağlıklı bireylerde serumdaki PSA seviyeleri prostat hacmine, 

yaĢa ve ırka bağlı olarak değiĢkenlik gösterebilirken, PKa, BPH, sistoskopi uygulaması 

ve prostatit gibi hastalıklarda artıĢ göstermesinin yanısıra ejakülasyon, transüretral 

kateterizasyon, transrektal ultrasonografi, travma gibi sebeplerle de artıĢ 

göstermektedir
39

. 
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Serum PSA seviyeleri benign süreçlere göre PKa‟lı hastalarda belirgin olarak 

artıĢ göstermektedir. Bu durum, prostat dokusundaki PSA difüzyonunu sağlayan normal 

prostat yapısının bozulması ve bazal hücre ve membran tabakasının tahribiyle 

açıklanır
40

. 

Klinik uygulamada, dijital rektal muayene, ameliyat öncesi PSA seviyesi, tümör 

evresi, Gleason greyd ve cerrahi sınırlar, prognostik faktörler olarak kullanılan ve en iyi 

tedavi stratejisini seçmek için gerekli olan kriterlerdir. PKa tedavisinde hastanın yaĢı, 

genel sağlık durumu ve tedavi seçeneklerinin yan etkileri de göz önüne alınarak, cerrahi 

giriĢim, hormonel veya radyasyon tedavisi iĢlemleri uygulanmaktadır.  

PKa takibinde insanlardan salgılanan kallikrein 2 (hK2), ürokinaz plazminojen 

etkinleĢtiricisi (uPA) ve reseptörü (uPAR), interlökin-6 (IL-6) ve reseptörü (IL-6R), 

büyüme reseptörüne dönüĢtürücü faktor beta-1 (TGF-Beta 1)‟ler tanıda PSA ile birlikte 

kullanılabildiği gibi tek baĢlarına da biyolojik belirteç olma özelliği gösterdikleri 

belirtilmiĢtir
41

. 

Günümüzde prostat kanserli hastaların erken tanısı için daha hassas ve duyarlı 

belirteçlerin olmayıĢı yeni arayıĢlara neden olmuĢtur. Bunlardan biri tümörün 

karakterizasyonunu ve kanser hastaların evrelendirilmesini kolaylaĢtıran mikrodizin 

tabanlı göstergelerden olan miRNA analizleridir. Umut veren bu tekniklerin daha az 

invaziv giriĢimlerin geliĢtirilmesinde faydalı olacağı düĢünülmektedir. 

Tanımlanan insan miRNA‟larının yarısına yakınının genomun kırılgan yerlerinde 

bulunması, bu küçük moleküllerin kanser progresyonunda rol alabileceğini 

düĢündürmektedir
3
. miRNA‟lar kanser patogenezinde önemli rol oynarlar. miRNA‟ların 

normal ve kanserli dokular arasındaki ekspresyon farklılıklarının belirlenmesi, buna 

bağlı olarak insan vücut sıvılarında dolaĢan ve prognostik değeri olan miRNA‟ların 

varlığının tesbiti, kanser tanısının konmasında önem arz etmektedir. DolaĢımda bulunan 

miRNA‟ların farklı kanser türlerine göre farklılık göstermesi tanıda belirleyici markör 

olarak kullanılabilirliğinin göstergesi olmaktadır. Ayrıca serum ve plazmada bulunan 

miRNA‟ların yanı sıra prostat masajı yöntemiyle elde edilen prostat sekresyon 

sıvısındaki miRNA‟ların tespitinin PKa tedavisinde aydınlatıcı yöntem olacağı 

öngörülmektedir. 
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2.5. Prostat Bezi’nin Salgısı, Ġçeriği ve Fonksiyonları 

Prostat sıvısı, prostat salgı bezinden ejakülasyon ile dıĢarı atılan ve seminal 

plazmayı oluĢturan etmenlerden biridir. Semen sıvısına karıĢan prostat sıvısı ince ve 

alkalin PH‟ya sahip süt görünümünde bir sıvıdır. Semen sıvısının %60‟ı vesikulo‟dan, 

%20‟si prostat bezinden, %10‟u küçük müköz bezlerle bulbouretralis‟ten ve kalan 

%10‟u ise duktus deferens‟ten gelen salgılarla oluĢmaktadır. Salgının bir kısmı idrarla 

esas kısmı ise ejakülasyonda semenle birlikte atılır
42

. 

Prostatik sıvı; su, asit fosfataz, sitrik asit, kolesterol, kalsiyum, fosfolipitler, 

çinko, tamponlayıcı tuzlar, prostaglandinler, fibrinojen, antibiyotik olan 

seminalplasmin, β-mikroseminoprotein, PSA ve amilazdan oluĢur. Bu salgılar ortamın 

asiditesini nötralize eder ve spermlerin hareketliliğini sağlar
43

.  

Prostat salgısındaki maddeler meninin 20-30 dakika içerisinde akıĢkan hale 

gelmesini sağlar. Prostat sıvısı baziktir. Kadınlarda vajina pH‟sı asidik olup 3.5-4.0 

civarındadır. Fertilizasyon için spermlerin hareketlilik göstermesi ve ortamın pH‟sının 

6.0-6.5 olması gerekmektedir. Prostat bezinin salgısının bazikliği ortamın pH‟sını 

nötralize ederek spermlerin hareketliliğini sağlar. Seminalplazmin denilen antibiyotik, 

tetrasiklin, streptomisin ve penisilin‟in antimikrobik etkisi gibi benzer aktivite gösterir. 

Vajinada bulunan bakteriler prostat sıvısında olan seminalplazmin sayesinde yok edilir 

ve vajinal ortamın enfeksiyona karĢı maruziyeti engellenerek fertilizasyona kolaylık 

sağlanır.  

Prostat bezinin epitel hücreleri tarafından salgılanan ürünlerden biri de 

prostozomdur. Seminal plasma da çapları 50-800 nm olan küçük veziküller veya 

granüller olarak görünürler. Ejakülasyonla gelen prostat salgısında prostozom seminal 

plazmanın bir bileĢeni olur. Buna ek olarak prostozom bütün sperm hücrelerini kapsar
44

.  

Prostat salgısındaki kolesterol içeren birçok vezikül daimi olarak sperm 

akrozomunu çevreleyen membrana geçerek yerleĢir. Bu Ģekilde akrozom membranının 

sağlamlaĢması sağlanarak enzimlerin serbestleĢmesi de engellenir.  
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Ejakülasyon sonrası vajinada depolanan spermler ve kolesterol vezikülleri uterus 

sıvısına katılır. Sonraki birkaç saat içinde kolesterolün büyük oranda kaybolduğu 

görülür. Bunun sonucunda spermin baĢ tarafında bulunan membran zayıflar. 

Ejakülasyonla birlikte spermin baĢ bölgesindeki membranın kalsiyum iyonlarına karĢı 

geçirgenliği artarak prostat sıvısında bulunan kalsiyumun sperme büyük oranda girmesi 

sağlanır. Bu durum spermin flegellatının aktivitesini değiĢtirir. Böylece spermin güçsüz, 

eski ve dalgalı hareketinin yerini güçlü hareketi alır. Sperm akrozom enzimlerinin hızlı 

ve kolayca serbest hale gelmesi kalsiyum iyonlarının akrozomun baĢ bölümündeki 

membranın intrasellüler yapısındaki değiĢikliklere bağlıdır.  Bununla birlikte sperm, 

ovumu saran granülozaya doğru yol almasını sağlar ve ovumun zona pellucida kısmına 

girmeye gayret eder. Spermin fertilizasyonda ovuma gideceği yolu bulması bu 

değiĢikliklerle sağlanır
45

.  

2.6. MikroRNA 

MiRNAlar, kodlama yapmayan, tek sarmallı yaklaĢık 18-24 nükleotid 

uzunluğunda olan RNA‟lardır. Öncü miRNA‟lar birkaç yüz ila bin nükleotit arasında 

değiĢen uzun RNA‟lardır. RNA polimeraz II enzimi tarafından üretilen öncü 

miRNA‟lar önce kısa miRNA-miRNA duplekslerine, sonunda da tek sarmallı olgun 

miRNA‟ya dönüĢtürülürler. Olgun miRNA‟lar tam ya da tama yakın olan mRNA 

sıralarına bağlanıp hedefindeki genlerin ekspresyonunu transkripsiyon sonrasında ya 

translasyonu inhibe ederek ya da RNA degradasyonunu tetikleyerek inhibe eder
4
. 

miRNA‟ların hedef mRNA‟lara bağlanarak insan genlerinin %30-%90‟ının ifadelerini 

düzenlediği tahmin edilmektedir
46

. Son yıllarda bitki, virüs ve hayvan hücrelerinde 

miRNA‟lar keĢfedilerek toplam 25141 olgun miRNA‟dan 2154‟ünün insanlara ait 

olduğu belirlenmiĢtir
47-49

.  

MiRNA‟ların deregülasyonunun hücresel mekanizmalar üzerinde önemli etkisi 

vardır ve multifaktöryel bozukluklar ile bazı insan kanser türlerinin genetik 

patogenezinde kritik bir rol oynadığı bilinmektedir
50

. Tümörlerde miRNA 

ekspresyonunun deregülasyonu hakkında yaygın veriler bulunmaktadır
51

. Bu 

değiĢiklikler; miRNA genlerinde, RISC grubu proteinleri ve miRNA yolağındaki 

proteinlerden sorumlu genlerde oluĢan mutasyonlardan kaynaklanmaktadır
52

. Ġnsan 

miRNA‟larının kanser ile iliskisi, genomdaki pozisyonları haritalanarak gösterilmiĢtir
53

.  
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Tespit edilen miRNA‟ların kromozom yerleĢimleri, bazı kanser türlerinin 

gelisiminden sorumlu genetik degisikliklerle örtüĢmektedir. MiRNA‟ların çogunlukla, 

heterozigotluğun kayboldugu bölgeler olan kırılgan kısımlara yerlesik oldugu 

gösterilmistir. Bu kırılgan bölgeler amplifikasyonun çok az görüldüğü yerlerde veya 

kromozomal kırılma noktasının oluĢtuğu yerlerde gözlenmiĢtir
54

. MiRNA‟ların anormal 

ekspresyonu multifaktöryel bozukluklarda ve bazı insan kanser türlerinin genetik 

patogenezinde kritik bir rol oynadığı yapılan çalıĢmalarla tesbit edilmiĢtir
50

.  

Gen ekspresyonunun miRNA‟lar aracılığıyla transkripsiyon sonrasında 

düzenlenmesinin keĢfi hücre farklılaĢması, organogenez geliĢimini içeren biyolojik 

süreçler ve hastalıkların patogenezindeki genetik düzenlemelerin anlaĢılmasında yeni 

bir olanak sağlamıĢtır
55-57

. Kanser patogenezinde rol alan miRNA'ların ifadeleri 

mikrodizin, qRT-PZR ve northern blot analizi yöntemleri ile profillenebilmektedir. 

Nitekim, birçok araĢtırma deregüle miRNA‟ların tümör hücrelerinde hücre büyümesi, 

hücre invazyonu veya metastazı üzerinde etkili olduğunu göstererek bu deneysel 

yöntemlerin kullanıĢlı olduğunu kanıtlamıĢtır
58

. Ayrıca, bu moleküllerin sıklığı ve 

benzersiz yapıları, biyolojik belirteç olmalarını ve tedavi amaçlı olarak kullanımlarına 

iĢaret etmektedir. 

Son zamanlarda yapılan çalıĢmalar miRNA‟ların klinik agresiflik gösteren ve 

nüks eden durumlarda prognostik belirteç olarak öne çıktığını göstermektedir. 

MiRNA‟ların yeni kanser belirteci olarak birçok avantajlı özelliği vardır
59

. 
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2.6.1. MiRNA’nın OluĢumu ve ĠĢlenmesi 

MiRNA‟lar gen ekspresyonunu transkripsiyon sonrasında düzenleyerek gen 

ifadesini etkiler, proteine çevrilmeyen genler tarafından kodlanırlar. MiRNA‟lar pri-

miRNA (primer) olarak transkript olurlar. Birer baĢlıktan ve poli-A kuyruğundan oluĢan 

bu transkriptler, hücre çekirdeğinde yaklaĢık 70 nükleotitten oluĢan pre-miRNA 

(prekürsör) denen öncül yapılara dönüĢür
60

. Drosha ve çift iplikli RNA bağlayan Pasha 

(DGCR8) protein grublarından oluĢan mikroiĢlemci kompleks miRNA‟ların yazılımını 

sağlar
61

. 

BölünmüĢ, küçük hairpin pre-miRNA GAN-GTP mekanizmasıyla Exportin 5 

tarafından stoplazmaya taĢınır. Pre-miRNA‟lar aktif halde bulunmazlar ve stoplazmada 

Dicer endonükleazıyla birleĢerek olgun miRNA‟lara dönüĢürler. Bu bölünme çift 

zincirli RNA bağlama alanı (dsRBD) ve TRBP/PACT ile aynı zamanda RNAz III 

enzim kompleksini oluĢturan Dicer tarafından katalizlenir
62

. 

miRNA‟ların ekspresyonundan ve RNA interferanstan (RNAi) köken alan RNA 

indüklenmiĢ susturma kompleksinin (RISC) oluĢumu Dicer ile baĢlar
63

. Dicer pre-

miRNA ipliğini kestikten sonra tamamlayıcı iki kısa komplementer RNA molekülü 

oluĢur. Bu iki RNA molekülünden 5‟ucu kararlı olan zincir, RISC kompleksinde 

bulunan RNAz iĢlevi olan Argonat aracılığıyla bu komplekse dahil edilir. Bu iplik 

klavuz olan ipliktir
64

. RISC kompleksinin substratı olan diğer ipliğe anti klavuz denir. 

miRNA‟lar RISC kompleksine bağlandıktan sonra komplementer mRNA‟larla baz 

eĢleĢmesi yaparak Argonat proteinleri mRNA‟ların yıkımını sağlar
65

. (ġekil 2-3) 
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ġekil 2-3: miRNA’ların biyogenezi ve miRNA’nın transkripsiyon sonrası regülasyon 

mekanizması 

 

1) RNA polimeraz II tarafından pri-miRNA transkriptinin transkripsiyonu ile baĢlar. 2) 

Çekirdekte pri-miRNA‟lar, pre-miRNA hairpini oluĢturmak için Drosha tarafından iĢlenir, 3) 

Exportin 5 ile sitoplazmaya taĢınırlar. 4) pre-miRNA hairpinleri Dicer tarafından 18-24 

nükleotid olgun miRNA dublekslerine dönüĢtürülür. 5) RISC kompleksinde yer alan Argonat 

protein, olgun miRNA‟da ki daha kararlı olan dubleks ipliğinden birini, hedef mRNA‟ların 

ekspresyonunu düzenlemek için RISC kompleksine dahil eder. 6) Diğer iplik degrade edilir 

veya hücrenin dıĢına atılması için hazırlanır. 7) Bazı miRNA‟lar multiveziküler cisimlerden 

elde edilen eksozomlarda paketlenmiĢ olarak bulunur. 8) Diğer miRNA‟lar RNA‟ya bağlayan 

proteinlerin varlığında ihraç edilebilir. 9) Yine bazı miRNA‟lar, hücre zarının kabarcık 

oluĢturduğu sırada (membrane blebbing) mikroveziküller yoluyla hücre dıĢına verilebilirler.  

10) Ekstraselüler alanda bu miRNA‟lar diğer hücreler tarafından alınabilir, RNAz tarafından 

parçalanır veya vücuttan atılabilirler. Etheridge
66

„den değiĢtirilerek alınmıĢtır. 

 

 

Stoplazma 

Çekirdek 

Mikrovezikül 

Ago 
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2.7. Prostat Kanseri’nde MiRNA Ekspresyonu’nun Profillenmesi 

Bazı moleküler değiĢiklikler PKa‟nın tümörogenezine ve progresyonuna neden 

olmaktadır. Tümörlerdeki genetik değiĢikliklerde belirli miRNA'ların etkisi vardır. 

Yapılan ekspresyon profilleme çalıĢmaları sonucunda bir kısım miRNA‟ların belirgin 

oranlarda artıĢ yada azalıĢ gösterdiği bildirilmiĢtir
45

. Bu sonuç PKa‟nın miRNA‟ların 

tümör patogenezi ve sürecindeki önemli rolünü göstermektedir. PKa‟da genomda 

yaygın olarak tanımlanan lokuslardaki epigenetik susturulmayı % 30 oranında 

miRNA'ların etkilediği öne sürülmüĢtür. Örneğin, anormal metilasyonun gerçekleĢmesi 

miR-145‟in baskılanmasına yol açar
67

. 

MiRNA‟lar; temel olarak hedef mRNA‟nın türüne veya tümör süpresör ve 

onkogenlerin ekspresyonlarında oluĢan değiĢikliklere göre sınıflandırılırlar. Tümör 

süpresör miRNA‟lar (TSmiR) hedef onkogenlerin protein ürünlerini koruyarak onları 

normal seviyede tutmayı sağlarlar ve yaygın olarak tümörlerde azalıĢ gösterirler. 

Onkomirler hedef tümör süpresörlerin transkriptini ve tümör süpresör genlerde tümör 

oluĢumunu yaygın olarak arttırırlar
68

.  

Belirli miRNA‟lar farklı kanser türlerinde özellikle deregüle olurlar. Bunların 

arasında miR-21, miR-291 ve miR-17-5p solid tümörlerde belirgin Ģekilde artıĢ gösterir 

ve bu yüzden onkomirler olarak isimlendirilirler
69

. Bireysel çalıĢmalarda onkomirlerin 

fazla ekspresyonlarının tümörogeneze neden olduğu ve apoptoz mekanizmasının 

kısıtlanmasına veya poliferasyon oranındaki düĢüĢe sebebiyet verdiği görülmüĢtür
70

.  

TSmiR‟ler, onkomirlerin tam tersi rol oynar. TSmiR‟lerin kanserde ekspresyonu 

azalmıĢtır ve bu miRNA‟ların fazla ekspresyonu poliferasyon, invazyon ve poliferasyon 

kapasitesini kısıtladığı yapılan çalıĢmalarda gösterilmiĢtir
68

. En iyi bilinen tümör 

süpresörler arasında mir-205, mir-145, mir-34c ve let-7c bulunmaktadır
71

. Örneğin let-7 

ailesine ait miRNA‟ların RAS genini negatif olarak regüle ettiği gösterilmiĢtir
72

. PKa‟lı 

dokularda mir-130a, mir-205 ve mir-203„ün ekspresyon seviyesinde azalıĢ olduğunu 

gösteren çalıĢmalar mevcuttur
73,74

. 

PKa patogeneziyle iliĢkilendirilen önemli miRNA‟lar ve bu miRNA‟ların hedefi olarak 

belirlenen genlerin Ģematik gösterimi ġekil 2-4‟te verilmiĢtir.  
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ġekil 2-4: PKa patogeneziyle iliĢkilendirilmiĢ miRNA’lar ve doğrulanmıĢ hedeflerinin 

Ģematik gösterimi 

 

    ġekilde bir kereden fazla bahsi geçen miRNA ve genler altı çizili olarak gösterilmiĢtir.  

Özen ve ark. 
75

‟dan değiĢtirilerek alınmıĢtır. 

 

 

Ġyi huylu hiperplazik veya iyi huylu tömürlü dokularla prostat kanserli hastalar 

karĢılaĢtırıldığında mir-16 seviyesinde azalma gözlenmiĢtir
76

. Tam tersi olarak PKa‟da 

mir-125b‟nin hedef genlerinde gözle görülür oranda artıĢ gösterdiği tesbit edilmiĢtir
77

. 

Normal dokular ile kanserli dokular karĢılaĢtırıldığında, kanserli dokuda miRNA‟ların 

değiĢen düzeylerde ekspresyon eğilimi göstermeleri miRNA‟ların insan kanserlerini 

sınıflandırmada gelecek vadeden bir araç olduğunu düĢündürmektedir
78

. Ayrıca 

miRNA‟ların amplifikasyon, delesyon ve epigenetik susturmaya dayalı ifadelerindeki 

değiĢimleri klinik tanı veya prognostik biyolojik göstergelerin geliĢimine neden 

olabilir
68

. PKA‟da farklı olarak eksprese olan miRNA‟ların etkili oldukları genlerin 

listesi Tablo 2-1‟de verilmiĢtir.  
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Tablo 2-1: PKa’da belirlenen miRNA’lar ve bunların biyolojik olarak doğrulanmıĢ 

hedef genlerinin listesi Özen ve ark.
75

‟dan değiĢtirilerek alınmıĢtır. 

 

miRNA Hedef Gen 

let7 HMGA2, RAS, Myc 

mir-1; mir-133a PNP 

mir-21 PTEN, PDCD4, TPM1, Maspin, MARCKS,     

RECK 

miR-27a Prohibitin 

mir-32 BTG2, Bim 

miR-34; miR-373; miR-520c; 

miR-708 

CD44 

miR-101 EZH2 

miR-106a RB1 

miR-106b E2F1 

miR-125b Bak1, p53, PUMA, EIF4EBP1 

miR-143 ERK5 

miR-145 BNIP3, CCNA2 

miR-203 CKAP2, LASP1, BIRC5, WASF1, ASAP1, 

RUNX2, XEB2, Bmi 

miR-205 IL24, IL32 

miR-221/222 p27, p57, PTEN, ARH1 

miR-375 Sec23A 

miR-449a HDAC1 

miR-708 AKT2 

 

2.8. Kanserli Hastaların Vücut Sıvılarında Bulunan MiRNA’lar 

MiRNA'lar çoğunluğu hücre içinde yer alırken, birçok miRNA vücut sıvıları da 

dahil olmak üzere hücre dıĢında gözlenmiĢtir.  

MiRNA‟lar; insan ve fare mast hücreleri
79

 dahil olmak üzere, plazma
80

, tükrük
81

, 

idrar
82

, glioblastom tümörleri
82

 gibi çeĢitli kaynaklardan köken alan eksozom ve 

mikroveziküllerde tanımlanmıĢtır. 

Yapılan bir çalıĢmada sağlıklı kontrollerin yanısıra, akciğer kanserli hastalarda, 

kolorektal kanserli hastalarda ve diyabet hastalarında Solexa dizileme yöntemiyle serum 

miRNA‟ların varlığı bulunmuĢtur. Sağlıklı kontrol gruplarının serumlarında hastalığa 

özgü miRNA‟ların olmayıĢı, insanlarda iliĢkili hasta serumlarında bu hastalıklara özgü 

miRNA‟ların var olabileceğinin önerilmesiyle sonuçlanmıĢtır. Bu çalıĢma ile 

ekstrasellüler miRNA‟ların analizi sağlanarak kanserlerin tanısına yönelik 

kullanılabileceği gösterilmiĢtir
83

.  
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MiRNA‟lar farklı sıvı tipleri arasındaki RNA‟ların aksine stabil ve belirgin 

Ģekilde ekspresyon profilleri gösterirler
84-86

. DolaĢımdaki miRNA‟lar hücre içermeyen 

serum benzeri vücut sıvılarında RNAz‟a, pH‟ya ve sıcaklığın yüksek değiĢkenliğine 

karĢı dayanıklıdır
83

. Ġnsan vücut sıvılarında dolaĢan miRNA‟ların öncelikle serum ve 

plazmadaki varlığı kanser tanısının konması için önem arz eder
87

. Plazma, idrar veya 

anne sütü gibi insan vücut sıvılarında 200-500 arasında miRNA qPZR ile tespit 

edilmiĢtir. Vücut sıvılarında miRNA‟ların tespiti kanser hastalarının tanısı için umut 

verici noninvaziv bir tanı yöntemidir
84

. 

MiRNA‟ların dolaĢıma katılma mekanizması henüz tartıĢmalara açık olsa da 

dokuların hasarı sonucu pasif olarak dolaĢıma sızmaları öngörülmektedir. Aktif olarak 

vücut sıvısındaki miRNA‟ların iki tip hücre kökenli lipid vezikülleri olan mikrovezikül 

ve eksozomdan köken aldığı tanımlanmıĢtır. Mikroveziküller nispeten büyüktür (~ 100 

nm 1 mikron) ve bu veziküller kabarcık oluĢturarak hücreden salınırlar. Eksozomlar ise 

yaklaĢık 30-100 nm büyüklüğünde küçük veziküller olup endozomlardan oluĢan 

multiveziküler yapıların plazma membranıyla birleĢmesi sonucunda oluĢur. 

Eksozomlar, epitel hücreleri, T ve B hücreleri, dentrik hücreler ve kanser hücreleri gibi 

çeĢitli hücrelerden salgılanmalarının yanısıra plazma, serum, tükrük, anne sütü ve ürin 

gibi vücut sıvılarında da bulunurlar
88

.  

Örneğin, anne sütünde varlığı gösterilen mir-181 ve mir-155‟in ekspresyon 

seviyesinin insan serumunda da benzer miktarlarda bulunduğu tesbit edilmiĢtir
89

. Bunun 

tam tersi olarak miR-223‟ün insan serumunda güçlü ekspresyonu gösterdiği anne 

sütündeki varlıklarının ise çok daha az olduğu yapılan çalıĢmalarda tesbit edilmiĢtir
80

.  

MiRNA‟ların modülasyonuyla ilgili ilk çalıĢma olan B hücre lenfoma 

hastalarının serumlarında mir-21 seviyesinin yüksek olması hastalığın tekrarlamadığı 

bireylerin hayatta kalma oranlarıyla iliĢkilendirilmiĢtir
90

. Serum ya da plazmada yüksek 

mir-21 seviyesinin, lenf nodu metastazı, ileri klinik evre ve NSCLC‟de zayıf yaĢam 

Ģansı olan hastalarla da güçlü derecede iliĢkilendirilmiĢtir
91

.  

Kanser hastalarında mikroveziküllerdeki belirgin miRNA‟lar invazyon, metastaz 

ve anjiyogenez geliĢimde belirleyici olabilmektedir
92

. Kanserli hastalarda hücre 

içermeyen periferik kan serumunda miRNA‟ların analizi yapılmıĢtır. Yapılan bir 

çalıĢmada akciğer kanserli hastaların serumları, sağlıklı kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında en belirgin deregülasyona uğrayan mir-16‟nın aynı zamanda internal 

kontrol olarak en çok kullanılan mir‟lerden olduğu tesbit edilmiĢtir
93

.  
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BaĢka bir çalıĢmada meme kanseri hastalarının serumlarında mir 10b ve -34a‟nın 

ekspresyon seviyelerinde azalıĢ, mir-195 ve let7a‟nın serum seviyelerinde ise artıĢ 

saptanmıĢtır
94,95

. Vücut sıvılarından olan idrar örneklerinde mir-126 ve mir-182‟nin 

seviyeleri mesane kanserlerinin varlığını belirlemek için kullanılabileceği 

gösterilmiĢtir
96

. Tükrükte ise mir-125a ve mir-200a düzeylerinin azalması ağız içi 

skuamöz hücre karsinomları ile iliĢkilendirilmiĢtir
97

.  

2.9. Prostat Kanserli Hastalarin Vücut Sıvısında Bulunan MiRNA’lar 

Birçok araĢtırmacı, vücut sıvılarındaki (serum, plazma, idrar gibi) miRNA‟ların 

eldesinin kolay olması ve belli bir fizyolojik veya patolojik bir durumu yansıtmasından 

dolayı yeni biyolojik markır arayıĢı için dünya çapında sayısız çalıĢmalar yapmıĢtır.  

Örneğin yapılan bir çalıĢma sonucunda serum mir-16 düzeyinin, prostat kanserli 

hastalarda cerrahi sınır için gereken seviyeyle iliĢkisinin olduğu bulunmuĢtur
98

. 

Özellikle umut vadeden mir-141 ve mir-375‟in bağımsız çalıĢmalar arasında tanısal ve 

prognostik belirteçler olarak kullanılması önerilmiĢtir
74

. mir-141, kısmen serum PSA 

düzeyi ile de iliĢkilendirilmiĢ
87

 ve ileri evredeki PKa‟lı hastaların serum seviyelerinde 

de artıĢ  gösterdiği saptanmıĢtır
99

. 

DolaĢımda bulunan mir-21 ve mir-221‟in pPKa‟lı hastaların serumunda ve 

tümör dokularındaki deregülasyonları tespit edilmiĢtir
100

. Yüksek riskli prostat kanseri 

hastaların serumlarında mir-93 seviyesi de yüksek olarak bulunmuĢtur
91

. Prostat tümörü 

dokularındaki gibi artıĢ gösteren mir-20a, mir-25, mir-93 and mir-106b‟ler vücut 

sıvılarındaki artıĢ sebebiyle tanıya yönelik çalıĢmalar için aday gösterilmektedir
101

. 

Bunların yanı sıra sağlıklı bireylerle 2. ve 3. aĢamadaki PKa‟lı hastalar 

karĢılaĢtırıldığında mir-16, -92a, -103, -107, -197, -34b, -328, -485-3p, -486-5p, -92b, -

574-3p, -636, -640, -766, -885-5p„lerin serum seviyelerinde artıĢ gözlenmiĢtir
102

.  

PSS‟lerde miRNA‟ların varlığı literatürde bulunmamaktadır. Yapılan çalıĢmada 

PKa‟lı ve BPH‟lı hastalardan alınan PSS‟lerde miRNA‟ların varlığının literatürde ilk 

defa tesbiti ve bu sıvıların miRNA profillerinin karĢılaĢtırılması amaçlanmıĢtır. Elde 

edilen sonuçlar neticesinde prostat masajı yöntemiyle elde edilen PSS örneklerinde 

anlamlı olarak eksprese olan miRNA‟ların, PKa tanısı için rutin muayenede güçlü bir 

non-invaziv yöntem olarak kullanılabileceği gösterilmiĢtir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Örneklerin Eldesi 

ÇalıĢmaya dahil edilen 23 PKa‟lı ve 25 BPH‟lı hastadan gönüllü onam formu 

doldurması istendi ve Ġstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü tarafından 

onaylanan CerrahpaĢa Tıp Fakültesi Etik Kurul Raporu alınarak çalıĢmalar yapıldı. 

Tanısı konan bireylerden temin edilen prostat sekresyon sıvı (PSS) örnekleri Ġstanbul 

Bağcılar Eğitim ve AraĢtırma Hastanesi Üroloji Polikliniğinden temin edildi. PKa ve 

BPH‟lı hastalardan alınan PSS‟ler, prostat masajı (PM) yöntemiyle prostata sistematik 

olarak tabanından apekse ve yandan orta hatta kadar basınç uygulanarak elde edildi. PM 

yardımıyla alınan PSS‟ler 1.5 ml eppendorf tüplere konulup sıvı nitrojende hızlıca 

donduruldu. Soğuk zincirde bölümümüze getirilen bu sıvılar kullanılacakları zamana 

kadar -80 C‟de saklandı. 

3.1.2. Gereç ve Cihazlar 

3.1.2.1. ÇalıĢmada Kullanılan Ekipman ve Sarf Malzemeleri 

 

 Buzdolabı (4
 o

C) (Vestel, Türkiye) 

 Derin Dondurucu (-20
o
C) (Vestel, Türkiye) 

 Derin Dondurucu (-80
o
C) (Wisd, DAIHAN Scientific, Kore) 

 Nanodrop spektrofometre (Thermo Scientific-ND 2000c, Almanya) 

 Laminar air-flow (Class II Safety Cabinet) (Metisafe, Türkiye) 

 Mikropipet (Thermo Scientific, Almanya) 

 Mini Santrifüj (Thermo Scientific, Almanya) 

 Santrifüj (Hettich Retina 420R, Almanya) 

 Hibridizasyon Etüvü (Shel Lab, Oregan, ABD) 
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 Termal döngü cihazı (PZR) (Techne-TC 5000, ABD) 

 Vorteks (Wise Mix-VM10, Kore) 

 0.2-1.5 ml Eppendorf  (Nest Biotechnology, Çin) 

 Roche LightCycler 2.0 (Basel, Ġsviçre) 

 RNA Ġzolasyon Kiti (”mirVana PARIS kit” (Ambion, Darmstadt, Almanya)) 

 Agilent miRNA Labeling and Hyb Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 

ABD) 

 Agilent Human miRNA Microarray (V4) Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, 

CA, ABD) 

 Slayt koruyucu (Ozon bariyer) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ABD) 

 Gasket slayt (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ABD) 

 Pens  

 Chamber (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ABD) 

 Agilent Microarray Scanner with Surescan High Resolution Technology (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, ABD) 

 LightCycler ® Capillaries (20 μl) - Roche Applied Science(Basel, Ġsviçre) 

 Moleküler Genetik uygulamaları için gerekli diğer sarf malzemeler 
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3.1.2.2. Solüsyonlar 

 

 RNA Ġzolasyon Kiti (”mirVana PARIS kit” (Ambion, Darmstadt, Almanya)) 

 Agilent miRNA Labeling and Hyb Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 

ABD) 

 TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, ABD) 

 TaqMan miRNA Assay (hsa-miR-361-3p, -203, -133b ve -221) (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, ABD) 

 TaqMan Universal Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD)  

 GE Wash Buffer I (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ABD) 

 GE Wash Buffer II (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ABD) 

 Cyanine 3 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ABD) 

3.1.2.3. Bilgisayar Programları 

 

 Feature Extraction v10.7.3.1 (Agilent Technologies, CA, ABD)  

 Bioconductor Software  

 SPSS 15.0 
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3.2. Yöntem 

3.2.1. Total RNA Ġzolasyonu 

 

MiRNA‟ları da içeren total RNA izolasyonu için BPH ve PKa hastalarından eĢit 

miktarlarda PSS‟leri alınarak “mirVana PARIS kit” protokolüne göre RNA izolasyonu 

gerçekleĢtirildi. Prostat sekresyon sıvılarından her bir örneğe 300 µl “Lysis Binding 

Solution” eklenerek karıĢımlar vortekslendi. 30 µl miRNA “Homogenate Additive” 

eklenerek vorteks iĢlemi tekrarlandı. KarıĢımlar 10 dakika buzda bekletildikten sonra 

300 µl asit fenol kloroform eklenerek 30-60 saniye vortekslendi. Örnekler daha sonra 

oda sıcaklığında maximum hızda (10.000xg) 5 dakika santrifüjlendi. Üstteki renksiz faz 

RNA‟yı, ara faz yüksek moleküler ağırlıklı DNA‟yı, alttaki faz ise ekstrasellüler 

membranı ve polisakkaritleri içerir. Üstteki faz (RNA) yeni bir tüpe aktarıldı. Alınan üst 

sıvının miktarı not edildi. Yeni tüpe aktarılan üst fazın 1.25 katı kadar %100 etanol (oda 

sıcaklığında bulunan) eklenerek karıĢımlar kolonlu tüplere taĢındı. 15 saniye 10.000xg 

de santrifüjlendikten sonra 700 µl “mirVana Wash Solution 1” eklenerek 5-10 saniye 

santrifüjlendi. Alt tüpteki sıvı uzaklaĢtırıldıktan sonra kolonlara 500 µl “mirVana Wash 

Solution 2-3” ilave edilerek 5-10 saniye santrifüjlendi. Alt sıvı dökülerek “500 µl Wash 

Solution 2-3” ile aynı iĢlem tekrarlandı. Kolonların yıkanması iĢlemi sonrasında alt sıvı 

uzaklaĢtırılarak tüpler boĢ döndürüldü.  

Filtreli kolonlar temiz ependorf tüpe aktarılarak üzerlerine önceden 95 C sıcaklığa 

ısıtılan 30 µl nükleaz içermeyen su eklendi. Ardından ürünler oda sıcaklığında 2-3 

dakika bekletildikten sonra 20-30 saniye maksimum hızda santrifüjlenerek total RNA 

eldesi gerçekleĢtirildi. RNA‟lar kullanılacakları zamana kadar -80 C‟de saklandı. 

3.2.2. RNA DeriĢimlerinin Belirlenmesi 

Spektrofotometre ile ölçülen 260 nm ve 280 nm dalga boylarındaki absorbans 

değerleri kullanılarak, RNA örneklerinin deriĢimlerinin ve saflık derecelerinin 

hesaplanması, karĢılaĢtırılması ve sonuçların deneysel uygulama aĢamaları açısından 

değerlendirilmesi gerekmektedir. Ġzole edilen RNA örneklerinin NanoDrop ND-2000c 

spektrofotometre cihazında 260 nm dalga boyundaki absorbans değerleri belirlendi. 

RNA deriĢimi aĢağıdaki formülde gösterildiği gibi absorbans değerinin, DNA katsayısı 

ve sulandırma katsayısıyla çarpılmasıyla hesaplandı.  

RNA deriĢimi (µg/ml) = (OD260 x Seyreltme katsayısı x 40 µg/ml) / 1000 
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Absorbans değerinin “1” oluĢu 1 cm
3
‟lük küvette 50 µg/ml miktarında çift zincirli 

DNA‟yı, 33 µg/ml tek zincirli oligonükleotidleri ve 40 µg/ml ise tek zincirli RNA‟yı 

temsil etmektedir. 

Bunu yanı sıra örneklerin saflığı, spektrometrede 260 nm ve 280 nm ile yapılan 

ölçümlerin karĢılaĢtırılmasıyla elde edildi. 260/280 oranı, örneklerin saflığının bir 

ölçüsü olup RNA için en ideal değer 2‟dir. 

3.2.3. MiRNA Mikrodizin ĠĢaretleme Ve Hibridizasyon 

4 PKa‟lı ve 4 BPH‟lı PSS örneklerinin miRNA profillerinin belirlenmesi iĢlemi 

“Agilent Human miRNA Microarray (V4)” kullanılarak üretici firmanın protokolüne 

uygun olarak aĢağıdaki gibi yapıldı.  

Örneklerin RNA deriĢimleri 50 ng/μL olacak Ģekilde ayarlandı ve RNA‟lar 

“Agilent miRNA Labeling and Hyb Kit” protokolüne göre Cyanine 3 (Cy3) boyası ile 

iĢaretlendi. 

RNA‟ların iĢaretlenmesi iĢlemine defosforilasyon aĢaması ile baĢlandı. RNA 

dizilerinin 5‟ P uçlarının  defosforilasyonu T4 RNA ligazın RNA‟lara Cy3 boyalarını 

ekleyebilmesi için gereklidir. Defosforilasyon karıĢımı Tablo 3-1‟de belirtildiği Ģekilde 

hazırlandı. 

 

Tablo 3-1: Defosforilasyon karıĢımı bileĢenleri ve miktarları 

 

 

 

 

BileĢenler  Miktar (μL) her bir reaksiyon için 

10x calf intestinal phosphatase buffer                        0.65 

Spike–in Labelling                                                    1.1 

Calf intestinal phosphatase                        0.25 
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Bu karıĢıma total RNA‟dan 2,2 μL eklenerek defosforilasyon karıĢımının toplam 

hacmi 4 μL olacak Ģekilde ayarlandı. 37 C‟de 30 dakika inkübe edilen karıĢımın bir 

sonraki aĢamada denatürasyonu için her bir tüpe 2,0 uL DMSO ve 0.8 uL dH2O 

eklenmesinin ardından 100 C‟de 10 dakika inkübe edilerek soğuk su banyosuna transfer 

edildi. DMSO, 3‟ ucu defosforile edilen RNA‟ların kendi üzerlerine nonspesifik 

katlanmaların önlenmesine yardımcı olur. 

Örneklerin iĢaretlenmesi iĢlemi “T4 RNA Ligaz” enzimi tarafından Cy3 boyası 

kullanılarak gerçekleĢtirildi. Ligasyon karıĢımı için Tablo 3-2‟te verilen değerler 

kullanılarak toplam reaksiyon hacmi 11,3 μL olacak Ģekilde ayarlandı. 

 

Tablo 3-2: Ligasyon karıĢımı bileĢenleri ve miktarları 

BileĢenler                                                    Miktar (μL) her bir reaksiyon için 

10x T4 RNA Ligase buffer                                               3.25 

Cyanine3-pCp                                                                 1.0 

T4 RNA Ligase                                                               0.25 

 

 

Ligasyon karıĢımı 16 C‟de 4 saat inkübe edildi. Ardından örnekler 45 C‟de 1.5 

saat boyunca vakumlu santrifüjde kurutuldu. Örnekler 18 μL nükleaz içermeyen suda 

çözülerek hibridizasyon iĢlemine hazır hale getirildi. 

Hibridizasyon karıĢımı için aĢağıdaki Tablo 3-3‟de verilen değerler kullanıldı. 
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Tablo 3-3: Hibridizasyon karıĢımı bileĢenleri ve miktarları 

 

 

 

 

Toplam hacmi 45 μL olacak Ģekilde hazırlanan hibridizasyon karıĢım 100 C‟de 

5 dakika inkübe edildikten hemen sonra soğuk su banyosunda 5 dakika bekletildi. 

Boya ile iĢaretlenen örnekler, Sanger miRBase (release 16)‟da bulunan 144 virüs 

miRNA‟sı, 1205 insan miRNA‟sı ve kontrol miRNA‟ları hedefleyen toplam 1349 

probdan oluĢan Agilent 8x60K miRNA microarray V4 çipi ile 20 saat 55 C„de hibridize 

edildi. Bu sırada yıkama iĢlemi için gereken “GE Wash Buffer II” solüsyonu 37 C‟de 

24 saat bekletilmek üzere etüve konuldu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BileĢenler Miktar (μL) her bir rxn için 

ĠĢaretli miRNA örneği                   17.0 

10x GE Blocking agent                   2.25 

Hibridizasyon Spike-in                   1 

dH2O                   2.25 

2x Hi-RPM Hybridization Buffer                   22.5 

Toplam Miktar                   10.0 
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3.2.4. Hibridizasyon Sonrası Yıkama Ve Slaytların Taranması 

Hibridize edilen microarray çipi “GE Wash Buffer I” solüsyonunda pens 

yardımıyla slayttan ayrılarak “GE Wash Buffer I” içerisinde 5 dakika çalkalandı ve 

kurutuldu. Sonrasında, örnekler “GE Wash Buffer II” solüsyonunda 37 C‟de 5 dakika 

bekletildi. Kuruyan slayt, tarayıcıyla okutulmadan önce üzerine slayt koruyucu 

yerleĢtirildi. 

Slaytın taranması iĢlemi “Agilent Microarray Scanner with Surescan High 

Resolution Technology” cihazında gerçekleĢtirildi. Slayt, mikrodizin V4 için uyarlanan 

grid dosyaları kullanılarak tarandı. Elde edilen tarama görüntüsü “Feature Extraction 

v10.7.3.1” programı kullanılarak iĢlenmemiĢ ham data ve tarama kalitesini gösteren QC 

raporu elde edildi. 

3.2.5. Mikrodizin Veri Analizi Ve Ġstatistiksel Analiz 

Sonuçların analizi Baylor College of Medicine Dan Duncan Kanser Merkezi 

biyoinformatik grubundan Dr. Chad J. Creighton tarafından gerçekleĢtirildi. MiRNA 

mikrodizin veri analizinde ilk olarak kantitatif bir karĢılaĢtırma yapılabilmesi ve 

deneyde çıkabilecek ikilemlerin giderilebilmesi için iĢlenmemiĢ ham datanın R tabanlı 

istatistiksel hesaplama ve veri analizi için grafiksel çizimlerin yapılmasına olanak 

sağlayan bilgisayar programı olan “bioconducter” yazılımı aracılığıyla kuantil 

normalizasyonu gerçekleĢtirildi
103

. 

Normalizasyon iĢleminde kontrol problarından elde edilen değerler kullanıldı. 

Normalizasyon sonrasında her bir miRNA probu için örnekler arasındaki ifade 

değiĢimini gösteren kat değiĢimi ve bu değiĢimin anlamlı olup olmadığını gösteren P 

değerleri her miRNA için log2 ekspresyon değeri kullanılarak hesaplandı. Bu sonuca 

göre her bir PKa örneği BPH örnekleri ile karĢılaĢtırıldığında kat değiĢimi 1.4‟ten fazla 

veya 0.7‟den küçük olan olan miRNA‟lar seçildi. Ġstatistiksel analiz sonucunda P değeri 

0.01‟in altındaki değerler anlamlı olarak kabul edildi.  
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3.3. qRT-PZR ile miRNA Ekspresyon Seviyesi Analizi 

3.3.1. cDNA Sentezi 

25 BPH‟lı ve 23 PKa‟lı hastaların PSS‟lerinden elde edilen total RNA 

örneklerinin deriĢimleri 15 ng/ml olacak Ģekilde ayarlandı. Analiz sonrası istatiksel 

olarak anlamlı değiĢim gösterdiği belirlenen aynı zamanda PKa ile iliĢkilendirilen ve 

daha önceki çalıĢmalarda vücut sıvılarındaki varlıkları tesbit edilen mir-361-3p, -203, -

133b, -221 ve iç kontrol olarak kullanılan RNU6B‟nin, miRNA TaqMan Assay 

primerleri ve TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit‟i kullanılarak Tablo 3-4‟de 

verilen bileĢen ve miktarlar doğrultusunda miRNA cDNA sentez karıĢımları hazırlandı. 

 

 

Tablo 3-4: miRNA cDNA sentezi karıĢımı bileĢenleri ve miktarları 

 

BileĢenler Miktar (μL) her bir rxn için 

Kalıp RNA (15 ng/μL )                   2.0 

10X RT buffer                   0.75 

miR-spesifik primer                   1.5 

dNTP karıĢımı                    0.075 

RNase inhibitor                   0.094 

Reverse Transkriptaz                   0.8 

Toplam Miktar                  10.0 
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3.4. qRT-PZR 

 

25 BPH ve 23 PKa‟lı hastanı PSS‟lerinden elde edilen RNA‟ların “Taqman 

Reverse Transcriptase Kit”leri ile cDNA‟larının oluĢturulmasının ardından, miR-361-

3p, -203, -133b ve -221 ifade değiĢimleri kantitatif gerçek zamanlı PZR analizi ile 

konfirme edildi. RNU6B, miRNA ifade analizinde iç kontrol olarak kullanıldı. Elde 

edilen sinyaller kontrol sinyallerine oranlanarak normalize edildi ve rölatif kantitasyon 

değerleri hesaplandı. 

“TaqMan Universal Master Mix, Applied Biosystems” ile hazırlanan real time 

reaksiyon karıĢımları Tablo 3-5‟de verilen değerlere göre hazırlandı. 

 

 

Tablo 3-5: Gerçek zamanlı PZR reaksiyon karıĢım bileĢen ve miktarları 

 

 

 

 

 

 

 

 

BileĢenler Miktar (μL) her bir rxn için 

2x Taqman Universal Master Mix                 5 

Taqman prob                 0.5 

cDNA                 2 

dH2O                 2.5 

Toplam Miktar                10.0 
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Hazırlanan karıĢımlar Roche LightCycler 2.0 cihazı kullanılarak aĢağıda 3-6‟da verilen 

kondisyonlara göre gerçek zamanlı PZR iĢlemine tabi tutuldu. 

 

Tablo 3-6: Real Time PZR kondüsyonları 

 

Program Sıcaklık Süre Siklüs 

Preinkübasyon 95 °C 10 dakika 1 

 

Amplifikasyon 

95 °C 15 saniye  

40 60 °C 40 saniye 

72 °C 1 saniye (okuma) 

Soğutma 95 °C 30 saniye 1 

 

 

Her bir örnek için gerçek zamanlı PZR iĢlemi en az iki tekrarlı olacak Ģekilde yapılarak 

ortalama Ct değerleri hesaplandı. Rölatif kantitasyon analizi delta-delta-Ct metodu 

kullanılarak tanımlandı. 
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3.5. ĠSTATĠSTĠKSEL ANALĠZ 

 

Ġstatistiksel analizler log-dönüĢtürülmüĢ veriler üzerinde “two-sided Student‟s t-

test” kullanılarak gerçekleĢtirildi. P-değeri<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 

Hata çubukları ± standart hata değerleri kullanılarak çizilmiĢtir. Standart hata değerleri 

standart sapma değerlerinin örnek sayısının kareköküne bölünmesiyle elde edilmiĢtir.  

SPSS 15.0 kullanılarak “Receiver Operating Characteristic (ROC)” eğrileri çizildi ve 

PSA ve tespit edilen miRNA‟ların PKa‟lı ve BPH‟lı hastaları ayırt edebilme kuvvetleri 

belirlendi. 

ROC eğrisi; birden çok test etkinliğinin karĢılaĢtırılmasında, bu testlerin ayırt 

etme gücünün tespitinde, tanı etkinliklerinin karĢılaĢtırılmasında ve pozitif eĢik 

değerlerinin saptanmasında kullanılan istatistiksel bir yöntemdir
104

. 

ROC Analizi, istatistik değerlendirmelerde duyarlılık ve özgüllük değeri 

kullanarak tanı koymada oluĢabilen sakıncaları yok etmek için kullanılır
105,106

. ROC 

eğrisinin dikey ekseninde değiĢik eĢik değerleri tanımlayan doğru pozitiflik (duyarlılık), 

yatay ekseninde ise yanlıĢ pozitiflik (1-özgüllük) oranları bulunur. ROC eğrisinde 

bulunan tüm noktalar değiĢik eĢik değerlerine rastlayan duyarlılığı ve 1-özgüllük 

değerlerini tanımlar
107,108

. Tanı testinin yeterliliği, ROC eğrisinin altındaki alan olan 

AUC (Area Under Curve) değeri ile belirlenir. AUC değerinin yüksek oluĢu testin 

mükemmele yakın sonucuyla tanımlanabilir
109

. ROC eğrisi, X=Y fonksiyonuna yakın 

olduğunda testin baĢarı oranı azalır. Referans çizgi olarak (0, 0) ile (1, 1) noktalarının 

birleĢtiği köĢegen çizgi baz alınır. Bu çizgiye yakın ROC eğrileri için yararsız tanı 

olduğu sonucuna varılır
108,110

. Birden çok yöntemin tanıdaki yeterliliğinin kıyaslanması 

eğri altındaki alanların karĢılaĢtırılmasıyla gerçekleĢtirilir
111

. 
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4. BULGULAR 

Ġstanbul Bağcılar Eğitim ve AraĢtırma Hastanesi Üroloji Polikliniği tarafından 

23 PKa‟lı ve 25 BPH‟lı hasta klinik ve patolojik incelemeye tabi tutulmuĢtur. Hasta 

bilgilerinin etik açıdan gizli tutulması gerektiğinden PSS‟leri alınan hastalar 

tarafımızdan numaralandırılmıĢtır. Bu hastaların tanılarının konulmasının ardından 

PSS‟leri temin edilmiĢ ve patoloji sonuçları incelenerek; hastaların yaĢı, PSA değerleri 

ve PKa‟lı hastaların Gleason skorları Tablo 4-1‟de verildiği gibi kayıt altına alınmıĢtır. 
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Tablo 4-1: BPH ve PKa’lı hastaların YaĢ, PSA, PKa’lı hastalara ait Gleason Skor değerleri 

BPH  PKa 

Hasta No YaĢ PSA  Hasta No YaĢ PSA Gleason Skor 

BPH 1 73  5.4  PKa 1 62  7         6 

BPH 2 73 10.4  PKa 2 75 10.8         6 

BPH 3 71 5.1  PKa 3 69 8.5         6 

BPH 4 67 6.37  PKa 4 71 6.78         6 

BPH 5 68 10.3  PKa 5 51 7.7         5 

BPH 6 66 3.84  PKa 6 72 7.3         6 

BPH 7 50 11.97  PKa 7 61 4.68         6 

BPH 8 65 60.16  PKa 8 71 100         7 

BPH 9 51 0.68  PKa 9 69 25.57         6 

BPH 10 49 8.24  PKa 10 67 9.05         7 

BPH 11 55 131  PKa 11 61 7.35         6 

BPH 12 62 5.02  PKa 12 62 9         7 

BPH 13 45 6.66  PKa 13 65 10.38         6 

BPH 14 68 5.22  PKa 14 72 10.37         8 

BPH 15 65 11.28  PKa 15 65 27         7 

BPH 16 68 6.79  PKa 16 66 39.63         7 

BPH 17 70 13.95  PKa 17 68 13.65         6 

BPH 18 72  N.A  PKa 18 72 5.72         6 

BPH 19 74  9.14  PKa 19 60 5.86         6 

BPH 20 70  N.A  PKa 20 68  N.A         6 

BPH 21 64 8.08  PKa 21 75 12.77         6 

BPH 22 71  4.83  PKa 22 77 7.8         7 

BPH 23 50 5.16  PKa 23 59 4.3         6 

BPH 24 61 N.A  PKa 24 67 3.31         6 

BPH 25          70 4.19  PKa 25 66 3.56         8 
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ÇalıĢmaya dahil edilen PKa‟lı hastaların yaĢ ortalaması 66.5 1.16 iken BPH‟lı 

hastaların 63.6 1.80 olarak hesaplandı. Ġki grubun yaĢ ortalamaları karĢılaĢtırıldığında P 

değerinin 0.18 olduğu bulundu. BPH‟lı grubun PSA değerleri 0.68 ile 131 arasında 

değiĢirken PKa‟lı grupta bu değerlerin 3.31 ile 100 arasında olduğu saptandı. BPH ve 

PKa‟lı hastaların PSA ortalamaları karĢılaĢtırıldığında P değeri 0.83 olarak bulundu. 

PKa‟lı hastaların Gleason Skorlar değerlerinin 5-8 arasında değiĢtiği, Gleason skoru için 

medyan değerinin ise 6 olduğu görüldü (Tablo 4-2). 

 

Tablo 4-2: PKa ve BPH’lı hastalarının yaĢ, PSA ve Gleason skor ortalamaları 

 

  BPH (N=25) PKa (N=23) p değeri 

YaĢ 63·62±1·80 66·50±1·18 0·18 

PSA 17·35±7·40 15·51±4·86 0·83 

Gleason Skor          - 5-8 (medyan 6)    -  

 

Bu hastaların PSS örneklerinden RNA ayrıĢtırılması yapılarak RNA‟lar -80°C‟de 

stoklandı. BPH ve PKa‟lı hastaların PSS‟lerinden elde edilen RNA deriĢimleri ve saflık 

oranları Tablo 4-3‟te belirtildi.  
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Tablo 4-3: BPH ve PKa’lı hastaların RNA deriĢimleri ve saflık oranları 

Hasta No RNA ng/μl A260/280 Hasta no RNA ng/μl A260/280 

BPH 1 24.9 1.92 PKa 1 269.6 1.87 

BPH 2 97.7 1.95 PKa 2 99.2 1.77 

BPH 3 43.9 1.9 PKa 3 75.1 1.71 

BPH 4 115.3 1.91 PKa 4 352.3 1.83 

BPH 5 60.9 2.04 PKa 5 16.8 1.6 

BPH 6 61.2 1.94 PKa 6 55.4 1.72 

BPH 7 20.6 2 PKa 7 24 1.8 

BPH 8 17.9 2 PKa 8 33.1 1.91 

BPH 9 473.7 1.83 PKa 9 15.9 1.76 

BPH 10 35.2 1.72 PKa 10 51.6 1.88 

BPH 11 40 1.35 PKa 11* 11.7  1.9 

BPH 12 26.3  1.80 PKa 12 16.5 1.91  

BPH 13 323  1.78 PKa 13* 11.6 1.89  

BPH 14 20.2  1.82 PKa 14 12.4 1.93 

BPH 15 21.9  1.9 PKa 15 49.5 1.93 

BPH 16 106.1  2.0 PKa 16 131.5 1.92 

BPH 17 137.1  2.02 PKa 17 50.9 1.98 

BPH 18 199.1  1.97 PKa 18 131.8 1.97 

BPH 19 58.2   1.95 PKa 19 270.5 1.96 

BPH 20  27.6  1.67 PKa 20 83.4 1.96 

BPH 21  31.8  1.90 PKa 21 759.4 2.19 

BPH 22  35.5  1.94 PKa 22 452.2 1.95 

BPH 23  16.0  1.94 PKa 23 58.8 1.94 

BPH 24  18.7  1.88 PKa 24 100.7 1.93 

BPH 25  72.7  1.97 PKa 25 472.8 1.93 

* Bu örneklerde RNA deriĢim miktarlarının yeterli olmaması ve yapılan ön çalıĢmada kontrol problarla 

ıĢıma vermemelerinden dolayı bu hastalar qRT-PZR çalıĢmasına dahil edilmemiĢlerdir. 
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PM yöntemiyle alınan PSS‟lerinin miRNA profillerinin belirlenmesi çalıĢması 

mikrodizin analiziyle yapıldı. Mikrodizin analizinde kullanılan örnekler ve bu 

örneklerden elde edilen ve Cy3 ile iĢaretlenen RNA‟ların NanoDrop ND-2000c 

spektrofotometre cihazıyla elde edilen okuma sonuçları Tablo 4-4‟te verilmiĢtir. 

Mikrodizin analizi için BPH‟lı ve PKa‟lı hastaların PSS‟lerinden elde edilen RNA‟ların, 

deriĢimleri ve saflıkları yüksek olanları seçildi. 

Tablo 4-4: Mikrodizinde kullanılan RNA’lar ve içerdiği Cy3 miktarları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hasta No                Cy3 

PKa 1            58 pmol/µl 

PKa 2            61.6 pmol/µl 

PKa 3            58.7 pmol/µl 

PKa 6            62.7 pmol/µl 

BPH 2            35.1 pmol/µl 

BPH 5            63.1 pmol/µl 

BPH 6            62 pmol/µl 

BPH 9            66.3 pmol/µl 



 37 

Ġlk gruptaki örneklerle yapılan mikrodizinler miRBase release 16.0‟da belirtilen 

miRNA‟ları kapsamaktadır ve 1349 adet bilinen tüm insan ve 144 adet insan viral 

miRNA‟ları içermektedir.  

Agilent firması tarafından oldukça hassas bir teknoloji kullanılarak hazırlanan 

çipler kullanılmıĢtır. Bu çiplerde 40-60-mer oligonükleotid problar SurePrint teknolojisi 

ile özel olarak kodlanmıĢ cam lamlar üzerine hassas bir Ģekilde basılmıĢtır. Ayrıca 

probların 5‟ ucuna G ve hibridizasyon sırasının 3‟ ucuna da C rezidüsü iĢaretleme 

sırasında ilave edilerek doğru miRNA‟ya bağlanma spesifisitesi artırılmıĢtır. Bu durum 

1 nükleotidden fazla değiĢiklik gösteren miRNA‟larda kroshibridizasyon ihtimalini 

anlamlı olarak azaltmıĢtır (<1%). Üstelik her probdan birden fazla basılı olması ve 

kontrol problarının varlığı tek nükleotid değiĢiklik gösteren miRNA‟ların bile ayrımını 

analiz sırasında yapabilme yeteneği vermiĢtir. 

Kontrol probları sayesinde data normalizasyonu ve deneyler arasındaki sonuçları 

karĢılaĢtırmada kolaylık sağlandı. ġekil 4-1‟te bir örnekten alınan, taranmıĢ bir 

mikrodizin görüntüsü verilmiĢtir. 
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ġekil 4-1: Prostat sekresyon sıvı örneğinde miRNA mikrodizin görüntüsü 

Mikrodizin üzerindeki sekiz örneğe ait spot görüntüsü (A) tek spottan elde edilen görüntü (B) ve seçilmiĢ 

bir bölgedeki miRNA probları (C) görüntülenmiĢtir. miRNA‟lar yeĢil renkli floresan veren Cy3 boyası ile 

iĢaretlenmiĢtir. 

 

 

 

 

 

A 
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Çipler üzerinde bulunan spotların bir miRNA probu için birden fazla nokta ile 

belirtilmiĢ olabilir. Bu durumlarda daha sonraki analizlerde Log-dönüĢtürülmüĢ 

değerlerin ortalaması alındı. Aynı miRNA‟dan birden fazla elde edildiği durumlar 

gözlenmiĢtir.  

Mikrodizin taratma iĢlemi gerçekleĢtirildikten sonra Feature Extraction 

v10.7.3.1 programı kullanılarak iĢlenmemiĢ ham data ve tarama kalitesini gösteren QC 

raporu elde edildi. Öncelikle array üzerinde her bir örnek spotunun 4 köĢesinde bulunan 

grid problarının görüntüleri incelenerek tarama iĢleminin baĢarıyla gerçekleĢtiği 

doğrulandı. (ġekil 4-2)   
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ġekil 4-2: Array’in 4 köĢesinde bulunan grid problarının görüntüsü  

 

Her bir örneğin hibridize edildiği spotlardaki problardan elde edilen sinyal 

yoğunluk dağılımı grafikleri incelendi ve bu grafiklere örnek olarak bir tanesi ġekil 4-

3‟te verilmiĢtir.  
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ġekil 4-3: Tek spottan bulunan probların sinyal yoğunluk dağılımı 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 42 

Ġlk aĢamada PKa ve BPH‟lı grubun birbirine oranlanması sonucunda P değeri 0.01‟in 

altında olan 735 miRNAbulundu. Bunlardan BPH‟lı ve PKa‟lı hastaların PSS‟lerindeki 

kat değiĢimi 1.4‟ten fazla veya 0.7‟den küçük olan olan miRNA‟lar seçildiğinde 693 

tane miRNA‟da anlamlı farklılık tespit edildi. Ġstatiksel olarak anlamlı değeri olan 

(p<0,01) heat-map görüntüsü ġekil 4-4„te verilmiĢtir. 
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ġekil 4-4: PKa’lı hastaların PSS’lerinde BPH’ya göre değiĢim gösteren                        

miRNA’ların Heat map gösterimi 

 

PKa/BPH‟da 

artıĢ gösteren 

338 miRNA 

PKa/BPH‟da 

azalıĢ gösteren 

355 miRNA 

PKA 

 

BPH 
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Belirgin olarak farklılık gösteren miRNA‟lar arasında prostat kanseriyle 

iliĢkilendirildikleri bilinen veya dolaĢımda varlığı gösterilen miRNA‟lardan ifade 

seviyelerinde azalıĢ olduğu görülen mir-221, mir-133b, mir-361-3p ve artıĢı olan mir-

203 seçilerek 23 PKa‟lı ve 25 BPH‟lı örnekte qRT-PZR yöntemiyle doğrulama 

çalıĢması yapıldı.  

Gerçek-zamanlı PZR deneyleri Taqman miRNA Assay kiti kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢ ve referans olarak küçük nükleolar RNA olan RNU6B ifade düzeyi 

kullanılmıĢtır. Grafiklerde standart hatalar gösterilip örnekler için p değerleri “Student‟s 

t-test” kullanılarak hesaplanmıĢtır. Gerçek-zamanlı PZR doğrulaması yapılan tüm 

miRNA değiĢim değerleri için artıĢ ve azalıĢlar delta-Ct analizi ile belirlenmiĢtir. 

Mikrodizin sonuçlarına göre en anlamlı bulunan miRNA değiĢimlerinin doğrulanması 

için gereken gerçek-zamanlı PZR deneylerinin sonuçları ġekil 9-16‟da verilmiĢtir. 

miR-361-3p‟nin BPH ve PKa örneklerindeki rölatif ekspresyon düzeyleri (ġekil 4-5) ve 

bu iki grupta ortalama ekspresyon düzeyi (ġekil 4-6) verilmiĢtir. En düĢük ekspresyon 

seviyesi PKa 14 nolu örnekte, en yüksek ekspresyon da BPH 19 nolu örnekte tespit 

edildi. BPH‟lı örneklerde ekspresyon düzeyi ortalama 20.59; PKa‟lı örneklerde de 11.9 

olarak hesaplandı (Tablo 4-5). Yapılan t-test sonucunda p değeri 0.006 hesaplanmıĢ ve 

bu miRNA için PKa‟lı hastalarda BPH‟ya göre ekspresyon seviyesinde belirgin oranda 

azalıĢ olduğu saptandı.  
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ġekil 4-5: hsa-miR-361-3p molekülünün BPH ve PKa örneklerinde rölatif ekspresyon miktarı 

Miktarlar kontrol olarak kullanılan RNU6B ile karĢılaĢtırmalı olarak kıyaslanarak hesaplanmıĢtır.
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ġekil 4-6: hsa-miR-361-3p molekülünün BPH ve PKa örneklerinde ortalama rölatif 

ekspresyon miktarı (p=0.04) 

Miktarlar kontrol olarak kullanılan RNU6B ile karĢılaĢtırmalı olarak kıyaslanarak 

hesaplanmıĢtır. Hata çubukları ± standart hata değerleri kullanılarak çizilmiĢtir. 
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Rölatif ekspresyon seviyeleri ġekil 4-7‟de ve ortalama ekspresyon düzeyleri ġekil 4-

8‟de verilen miR-133b‟nin BPH‟lı örneklerde ekspresyon düzeyi ortalama 37.46; PKa‟lı 

örneklerde de 21.11 olarak hesaplandı (Tablo 4-5). Yapılan t-test sonucunda p değeri 

0.01 hesaplandı ve PKa‟lılarda BPH‟ya oranlanla mir-133b‟nin ekspresyon seviyesinde 

azalıĢ olduğu gözlemlendi. 
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ġekil 4-7: hsa-miR-133b molekülünün BPH ve PKa örneklerinde rölatif ekspresyon miktarı 

Miktarlar kontrol olarak kullanılan RNU6B ile karĢılaĢtırmalı olarak kıyaslanarak hesaplanmıĢtır. 
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ġekil 4-8: hsa-miR-133b molekülünün BPH ve PKa örneklerinde rölatif ekspresyon 

miktarı (p<0.01) 

Miktarlar kontrol olarak kullanılan RNU6B ile karĢılaĢtırmalı olarak kıyaslanarak 

hesaplanmıĢtır. Hata çubukları ± standart hata değerleri kullanılarak çizilmiĢtir.
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Rölatif ekspresyon seviyeleri ġekil 4-9‟da ve ortalama ekspresyon düzeyleri ġekil 4-

10‟da verilen miR-221‟in BPH‟lı örneklerde ekspresyon düzeyi ortalama 11.6; PKa‟lı 

örneklerde de 4.74 olarak hesaplandı (Tablo 4-5). Yapılan t-test sonucunda p değeri 

0.03 hesaplandı ve PKa‟lılarda BPH‟ya oranla mir 221‟in ekspresyon sevisinde azalıĢ 

olduğu gözlemlendi. 
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ġekil 4-9: hsa-miR-221 molekülünün BPH ve PKa örneklerinde rölatif ekspresyon miktarı 

Miktarlar kontrol olarak kullanılan RNU6B ile   karĢılaĢtırmalı olarak kıyaslanarak hesaplanmıĢtır. 
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ġekil 4-10: hsa-miR-221 molekülünün BPH ve PKa örneklerinde ortalama rölatif 

ekspresyon miktarı (p=0.03) 

Miktarlar kontrol olarak kullanılan RNU6B ile karĢılaĢtırmalı olarak kıyaslanarak 

hesaplanmıĢtır. Hata çubukları ± standart hata değerleri kullanılarak çizilmiĢtir. 
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Son olarak rölatif ekspresyon seviyeleri ġekil 4.11‟de ve ortalama ekspresyon düzeyleri 

ġekil 4.12‟de verilen miR-203‟ün BPH‟lı örneklerde ekspresyon düzeyi ortalama 36.28; 

PKa‟lı örneklerde de 170.73 olarak hesaplandı (Tablo 4-5). Yapılan t-test sonucunda p 

değeri 0.0002 olarak bulundu, PKa‟lılarda BPH‟ya oranla diğer sonuçların tam tersi 

olarak mir-203‟ün ekspresyon seviyesinde artıĢ olduğu gözlemlendi. 
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ġekil 4-11: hsa-miR-203 molekülünün BPH ve PKa örneklerinde rölatif ekspresyon miktarı 

Miktarlar kontrol olarak kullanılan RNU6B ile karĢılaĢtırmalıolarak kıyaslanarak hesaplanmıĢtır. 
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ġekil 4-12: hsa-miR-203 molekülünün BPH ve PKa örneklerinde ortalama rölatif 

ekspresyon miktarı (p=0.0002) 

 

Miktarlar kontrol olarak kullanılan RNU6B ile karĢılaĢtırmalı olarak kıyaslanarak 

hesaplanmıĢtır. Hata çubukları ± standart hata değerleri kullanılarak çizilmiĢtir. 
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Tablo 4-5: BPH ve PKa’lı hastalardan alınan RNA’ların mir 361-3p, -133b, -221, -203 

seviyelerindeki ortalama, sterr, t-test değerleri 

 

  

  

BPH                 PKa 

mean sterr  mean sterr  ttest 

mir 361-3p 20.590 2.424  11.902 1.864  0.006 

mir 133b 37.466 5.349  21.117 2.894  0.013 

mir 221 11.609 2.854  4.747 0.772  0.036 

mir 203 36.289 13.724  170.734 48.354  0.015 

 

 

qRT PZR çalıĢmaları sonrasında BPH‟dan PKa‟yı ayırdetmede miRNA‟ların gücünü 

test etmek için ROC analizi yapıldı. 

Buna bağlı olarak BPH‟dan PKa‟yı ayırdetmede miRNA‟ların etkinliğini anlamak için 

ROC eğrileri çizildi ve sonucunda tek tek analiz yapıldığında eğrinin altında kalan mir-

203‟ün en yüksek değere sahip olduğu saptandı (AUC; 0.805) (ġekil 4-13). Mir-361-3p, 

-133b, -221‟in AUC değerlerinin sırasıyla 0.735, 0.726, ve 0.706 olduğu görüldü. 

Ayrıca tüm 4 miRNA birlikte değerlendirildiğinde de çok daha iyi sonuca sahip 

oldukları (AUC; 0.950) tespit edildi (ġekil 4-13). Ġlginçtir ki PKa ve BPH‟lı hastaların 

raporlarından elde edilen PSA değerleri karĢılaĢtırıldığında PSA‟nın BPH‟lı hastaları 

PKa‟lı hastalardan ayırmada yeterli etkiye sahip olmadığı sonucuna ulaĢıldı. (AUC; 

0.463) (ġekil 4-13). 
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ġekil 4-13: mir 203, -361-3p, -203, -221, PSA, ve 4 miRNA’nın ROC eğrileri
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5. TARTIġMA 

PKa, kanser türleri arasında erkeklerde en sık görülen kanser türlerindendir. 

2013 yılında Amerika BirleĢik Devletleri‟nde kanser türleri içinde PKa‟nın, tek baĢına 

ölüm oranlarının % 28 (238,590)‟inden sorumlu olacağı tahmin edilmektedir
112

.  

PKa olgularında, primer tümörler çoğunlukla organın içinde lokalize olarak 

kalmaktadır, ancak bazı PKa‟ların diğer organlara metastaz yaptığı bilinmektedir
113

. 

Erken evrede tesbit edilen ve prostatta lökalize olan kanser vakalarında en sık 

uygulanan tedavi metotları arasında, cerrahi, radyasyon ve hormon ablasyon tedavileri 

bulunmaktadır
114

. Çoğunlukla klinik açıdan baĢarılı sonuçlanmamasına rağmen ileri 

safhadaki kanserlerde ve metastaz yapan tümörlerde kemoterapi tek çaredir
115

. PKa‟nın 

kompleks progresyonundan ötürü, bu kanserin tedavisine yönelik terapötik metotlar çok 

sınırlı kalmaktadır. Bu yüzden etkili tanı yöntemlerine acilen ihtiyaç duyulmaktadır. 

Ancak yeni tanı araçları geliĢtirmek için yeni prognostik belirteçler bulmak önemli bir 

sorundur.  

Günümüzde PKa tanısında, tedavi planlaması ve tedavi sonrası izlem için rutin 

klinik uygulamalarda PSA yaygınlıkla kullanılan bir belirteçtir. Prostat ve üretranın 

çevresindeki bezlerden salınan bir protein olan PSA, prostata bağlı hastalıkların ve PKa 

tanısının konmasında kullanılmaktadır 
1
. Bunun yanı sıra kullanılan metotlar arasında 

parmakla rektal muayene ile prostatın sertlik ve düzensizliğinin tespiti, rektal yolla 

uygulanan ultrasonografik yöntem olan Trans-Rektal Ultrason Rehberliğinde Biyopsi 

(TRUS) ile de prostatı daha iyi görüntülemesi ve hedeflenen yerden parça alınması gibi 

iĢlemler uygulanmaktadır
116

. 

Rutin tanıda yaygın olarak kullanılan PSA‟nın tek baĢına kanser tanısı 

konmasında yetersiz kalması ve tümör belirteci olma özelliğini kaybetmeye baĢlaması 

yeni belirteçlerin arayıĢına neden olmuĢtur. Özellikle, PKa ile iliĢkilendirilmeyen bazı 

sebepler PSA‟nın hassasiyetini etkilemektedir. Bunların arasında hastanın yaĢı, ırkı, 

prostat hacmi, PSA ölçümündeki yöntem değiĢiklikleri ve prostatı etkileyen 

manipülasyon ve prostatik enflamasyonların varlığı gibi faktörlerin serum PSA 

miktarını etkilediği düĢünülmektedir. Bu sebeplerden ötürü PSA‟nın hassasiyeti yetersiz 

kalmaktadır
117

.  

 



 59 

PSA seviyesindeki artıĢ PKa için spesifik olmamasına rağmen prostatta bir 

hastalığın geliĢtiğini düĢündürür. Bununla birlikte prostatında rahatsızlık görülen 

bireylerin hepsi artmıĢ PSA seviyesine sahip değildir. PSA seviyesinin 2,5 ng/ml ile 10 

ng/ml arasında ölçüldüğü durumlarda da, BPH ve PKa‟lı vakaların ayırdedilmesinde 

PSA etkin araç değildir. Bütün bu nedenlerden dolayı PSA klinikte tümör için kusursuz 

ayrım sağlayamamaktadır
118,119

. 

Son zamanlarda erken evrede ve metastasik olmayan PKa vakalarında uygulanan 

PKa terapi uygulamalarında büyük geliĢmeler olmasına rağmen ileri safhadaki PKa 

hastaları için törapatik tedavi yaklaĢım ihtiyacı devam etmektedir. 

PKa için en çok umut vadeden tanısal belirteçlerden biri de miRNA‟lardır. 

miRNA‟lar kısa, yaklaĢık 18-24 nükleotid uzunluğunda, kodlamayan tek sarmallı bir 

RNA çeĢididir. Gen ifadesi düzenlenmesinde görevli olan miRNA‟ların PKa dahil 

birçok kanserin patogenezinde rol oynadığı gösterilmiĢtir
4
 ve yeni bir gen regülatörü 

sınıfı olarak düĢünülmektedir. Ayrıca, miRNA ekspresyonunun çeĢitli kanser tiplerini 

sınıflandırmada kullanılabileceği gösterilmiĢtir
72

. Normal ve kanserli örnekler arasında 

ifade düzeyindeki kat değiĢimi oldukça az olan mRNA‟ların aksine miRNA‟lardaki kat 

değiĢiminin 100‟lerce kata kadar çıkabilmesi farklı özelliklerdeki örneklerin birbirinden 

ayırdedilmesindeki hassasiyetlerini artırmaktadır
120

. Bunun yanı sıra, olgun 

miRNA‟ların kompleks olmamaları, bilinen bir modifikasyona uğramıyor olmaları, 

varlıklarının ve ifade düzeylerinin kolayca tespit edilebilmesi, dokuya özgü ifade 

profillerinin olması ve dizilerinin insan ve model organizmalar arasında yüksek 

korunmuĢluk seviyesi göstermesi ve de miRNA‟ların boylarının kısa olması dolayısıyla 

stabilitelerinin mRNA‟lardan çok yüksek olması 
121,122

, miRNA‟ların biyomarkör olarak 

ve fizyopatolojik durumların karakterizasyonunda kullanılabilmeleri için ideal 

adaylardan yapmaktadır
84,97

. 

MiRNA‟lar, hücre geliĢimi, çoğalması ve hücre apoptozuyla iliĢkilendirilmiĢ, 

yer ve zamana göre değiĢen ekspresyonlarına bağlı olarak hemen hemen her hücresel 

iĢlemde düzenleyici etkileri bildirilmiĢtir. Son çalıĢmalar, miRNA‟ların düzensizliğinin 

insan tümörlerinin oluĢumunda, kanser patogenezi, kanserin baĢlangıcı, ilerlemesi ve 

metastazı da dahil olmak üzere birçok proseste etkili rol oynadığını göstermiĢtir
123,124

. 

miRNA‟ların tümör onkogen veya tümör baskılayıcı genler olarak hareket ettikleri bu 

çalıĢmalarda rapor edilmiĢtir
125

.  
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C. Elegans‟ta ilk kez tanımlanan miRNA olan lin-4 homoloğuna ait mir 125-

b‟nin
126

 aynı zamanda hücre çoğalmasında etkili olduğu
127

, mide kanseri
128

, rahim 

kanseri
129

, androjenden bağımsız PKa‟lı dokularda
77,130

 yüksek ekspresyon seviyesine 

sahip oldukları gösterilmiĢtir.  

miRNA‟ların prostat karsinogenezine katılımını gösteren birçok rapor da mevcuttur
68,73

. 

PKa‟da etkili olan Mir-16
131

, mir-24
132

, mir-29a
133

,  mir-145
76

 ve mir-205
134

 gibi birçok 

miRNA‟nın iyi huylu prostat dokularına göre ekspresyon seviyelerinde azalıĢ olduğu 

saptanmıĢtır. Ek olarak mir-16, mir-24b, let-7
77

 mir-126* ve mir-145‟in PKa 

metastazının geliĢiminde etkili olan miRNA‟lar arasında oldukları gösterilmiĢtir. Bazı 

miRNA‟ların ekspresyon seviyeleri kanser evresine göre de değiĢkenlik 

gösterebilmektedir. Örneğin mir-34c‟nin ekspresyonu, tümörün agresiflik derecesi, 

kanser greyd skoru, PSA seviyesi ve PKa‟daki metastaz oluĢumuyla ters bir orantıya 

sahip olduğu görülmüĢtür
71

.  

Dokuların yanısıra miRNA‟ların dolaĢımdaki varlıkları da tesbit edilmiĢtir
87

. 

Vücut sıvılarında bulunan miRNA‟ların eksozomlarda hapsedilmiĢ olarak RNAz‟lardan 

korunduğu
79,81

 ya da Argonat-2 proteinleriyle etkileĢim içerisinde bulunarak stabil 

kaldıkları ileri sürülmektedir
135

. Vücut sıvılarındaki miRNA‟ların miktarları oda 

sıcaklığında 48 saate kadar değiĢmediği, üstelik tekrarlayan dondur-çöz iĢlemlerinin 

miRNA‟ların stabilitelerini değiĢtirmediği gösterilmiĢtir
136

. 

ġimdiye kadar serum, tükrük ve ürede bulunan miRNA‟ların kanser dahil birçok 

patoloji ile iliĢkilendirildiği, ek olarak anne sütü, kolostrum, meni, gözyaĢı, amniyotik 

sıvı, beyin omurilik sıvısı, plevral sıvı ve periton sıvılarında da varlıkları 

gösterilmiĢtir
84

. DolaĢımdaki miRNA'lar çeĢitli hastalıklarda güçlü bir ayrımcı güç 

göstermektedir. DolaĢımda miRNA‟ların varlığı ilk olarak akut miyokard enfarktüsü 

hastalarının serumunda mir-209 ve mir-499‟un varlığı ile tesbit edilmiĢtir
137

. Ġlerleyen 

çalıĢmalarda akut miyokardiyal enfarktüs tanısı için mir-1‟in yeni bir biyolojik markır 

olabileceği düĢünülmektedir
138

. 

DolaĢımda tesbit edilen miRNA‟ların hastalıkların yanısıra birçok kanser 

türündeki etkileri gösterilmiĢtir. Örneğin vezikül ile iliĢkili miRNA‟lardan küçük 

olmayan hücre karsinomlu akciğer kanserli hastaların plazmasında bulunan  let-7f ve 

mir-30e-3p‟nin ifade düzeyleri, hastalık evresinde olan ve bu yüzden cerrahi müdahale 

gerektiren hastaların diğerlerinden ayırımında kullanılabilecekleri ileri sürülmüĢtür
139

. 
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Ağız içi kanserlerli hastaların serumlarından yapılan çalıĢmalarda da mir-16 ve 

let-7b seviyelerinin sağlıklı kontrollerden alınan serumlara göre ekspresyon 

seviyelerinde artıĢ olduğu, mir-338-3p, mir-223 ve mir-29a seviyelerinin ise azaldığı 

gözlenmiĢtir
140

. 

Mesane kanserli hastaların idrar örnekleri ile yapılan çalıĢmada mir-200a, mir-

200b, mir-200c, mir-141, mir-429, mir-192 ve mir-155‟in ekspresyon seviyelerinin 

kontrol gruplarına göre daha düĢük olduğu gözlenmiĢtir. Ameliyat sonrasında takibi 

yapılan hastalarda mir-200c ve mir-141 seviyesinin kontrol gurubuyla aynı seviyeye 

geldiği, mir-200a, mir-200b ve mir-429 seviyelerinin ise ameliyat sonrasında da stabil 

kaldıkları gözlendi
141

.  

Ek olarak, tümör dokusundan kaynaklanan ve tümör geliĢimi ve patogenezinde 

potansiyel olarak anahtar rol oynadığı düĢünülen bazı miRNA‟ların PKa hastalarının 

serumunda da deregüle olduğu gösterilmiĢtir
87

. BPH ve sağlıklı gruptan PKa hastalarını 

ayırt etmek için yapılan çalıĢmalarda PKa hastalarının serumlarında let-7e, let-7c ve 

mir-30c‟nin azaldığı, mir-622 ve mir-1285‟in ise artıĢ gösterdiği gözlenmiĢtir
142

. Benzer 

bir çalıĢmada da PKa‟lı hastaların serumları BPH serumları ile karĢılaĢtırıldığında 

PKa‟lılarda mir-16, mir-195 ve let-7i seviyelerinin arttığı tesbit edilmiĢtir
98

. PKa‟lı 

hastaların serumları sağlıklı kontrollerle karĢılaĢtırıldığında ise mir-125b ve mir-141 

seviyelerinde belirgin artıĢ olduğu gösterilmiĢtir
143

. 

Son zamanlarda yapılan biyomarkör araĢtırmalarında kullanılan kan serumu hem 

invaziv bir yöntemle elde ediliyor olması hem de plazma kontaminasyonu ve hemoliz 

gibi testin hassasiyetini ve spesifitesini kısıtlayan faktörlerin varlığı nedeniyle 

sorunludur
84

. Kan serumundaki miRNA‟larla birlikte bir kısım qRT-PZR 

inhibitörlerinin ko-pürifikasyonu da serumun analizinde varyasyonlara sebep 

olabilmektedir
136

. 

Bu veriler doğrultusunda yapılan çalıĢmada; ilk olarak PSS‟de miRNA‟ların 

varlığının tesbiti hedeflenmiĢtir. BPH ve PKa‟lı hastaların PSS örneklerinden temin 

edilen RNA‟lar kullanılarak miRNA mikrodizin çalıĢması yapılmıĢtır. PSS‟de bulunan 

miRNA‟ların tesbit edilmesinin ardından, BPH‟lı ve PKa‟lı hastaların PSS‟lerindeki 

miRNA‟ların ifade profilleri karĢılaĢtırılmıĢ ve qRT-PZR deneyleri ile doğrulama 

çalıĢmaları yapılmıĢtır. miRNA ekspresyonunun prostat sekresyon tabanlı mikrodizin 

profillemesi çalıĢmasında PKa‟da tanısal belirteç tespiti için bilinen bini aĢkın miRNA 

araĢtırılmıĢtır. 
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MiRNA mikrodizin sonuçları değerlendirildiğinde anlamlı Ģekilde deregüle 

olduğu gösterilen 4 miRNA, qRT-PZR ile 23 PKa ve 25 BPH‟lı hastadan alınan prostat 

sekresyon sıvı örneklerinde doğrulanmıĢtır. PKa örneklerinde BPH‟lı gruba göre mir-

361-3p, mir-133b ve mir-221‟in azalıĢ gösterdiği, mir-203‟ün ise arttığı tesbit edilmiĢtir. 

PKa‟lı hastaların Gleason skorları ve PSA seviyeleri ile analiz edilen miRNA‟ların ifade 

düzeyleri arasında anlamlı bir iliĢki bulunamamıĢtır.  

PKa‟lı hastaların PSS‟lerinde BPH‟lı gruba göre azalıĢ gösteren mir-361-3p seviyesinin 

prostat karsinogenezindeki rolü tam olarak aydınlatılmamıĢ olmasına rağmen, akciğer 

kanserli hastaların serumunda azalıĢ gösterdiği tesbit edilerek iyi huylu akciğer 

tümörüyle malign tümörü birbirinden ayırmak için kan tabanlı belirteç olarak 

kullanılmasında aday gösterilmiĢtir
144

. 

BPH grubuyla PKa hastaların PSS karĢılaĢtırıldığında benzer sonuçlara sahip 

olan mir-133b‟nin azalan ekspresyon seviyesi, PKa‟lı dokularda azalıĢ gösteren mir-

133b ile paralellik göstermektedir
145

. Mir-133b iskelet kasının geliĢimindeki etkisinden 

dolayı ilk zamanlar kaslara spesifik bir miRNA olduğu düĢünülmekteydi
146,147

. Daha 

sonraki çalıĢmalarda mir-133„ün baĢ ve boyun, akciğer, kolorektal ve skuamöz hücreli 

birçok kanser türünde düzensiz ekspresyona uğradıkları gösterilmiĢtir 
148-151

. Buna ek 

olarak erken evredeki akciğer kanserli hastaların serumlarından elde edilen çalıĢmalarda 

mir-133b ve mir-206 seviyelerinin kontrol gruplarının serumlarına göre belirgin oranda 

artıĢ gösterdiği bulunmuĢtur. Aynı çalıĢmada akciğer kanserli dokularda mir-206 ve 

mir-133b‟nin normal dokulara göre düĢük ekspresyon seviyesine sahip olduğu da 

bildirilmiĢtir
152

. 

PKa‟lı dokular ve hücre hatları, normal dokularla
73,114

 karĢılaĢtırıldığında 

ekspresyon seviyesi azalan mir-203‟ün ise, PKa‟lı hastaların PSS‟leri BPH‟lı örneklerle 

karĢılaĢtırıldığında ifade seviyesinde artıĢ görülmüĢtür. Bu miRNA‟nın artmıĢ ifade 

düzeyinin PKa hücre hatlarında apoptoz ve hücre siklüsü inhibisyonuyla sonuçlandığı 

bilinmektedir
73

. TSmiR olarak bilinen mir-203‟ün, PKa hücrelerinin poliferasyonu, 

invazyonu ve bu hücrelerin göçü için önemli olduğu gösterilmiĢtir
70

. Ayrıca, prostat 

tümörlerinin kemik metaztazlarında mir-203‟ün belirgin olarak azaldığı 

belirlenmiĢtir
153

. Mir-203‟ün, PKa dahil
114

 birçok kanser türünde azalıĢ göstermesine 

rağmen, bir TSmiR olarak rol oynadığının bilinmesinin aksine, over tümörü
154

 ve kolon 

kanseri
155

 gibi tümörlerde mir-203 seviyesinin artmıĢ olduğu da bulunmuĢtur. 
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PKa‟lı hastaların PSS‟lerinde BPH‟ya oranla mir-221‟in seviyesinde de azalma 

görüldüğü çalıĢmamızda tesbit edilmiĢtir. mir-221‟in PKa‟lı dokularda tümör süpressör 

veya onkogenik özellik gösterebileceği tartıĢmalı olarak ifade edilmektedir
74,156

. Yüksek 

risk gruplu PKa‟lı hastaların dokuları, BPH‟lı hastalardan alınan dokularla 

kıyaslandığında mir-221 seviyesinin çok belirgin olarak azalıĢ gösterdiği saptanmıĢtır. 

PKa‟lı hastaların Gleason skoru, ilerleyen tümör seviyeleri ve klinik olarak tekrarlayan 

durumları da göz önüne alındığında mir-221 seviyesi için aynı sonuçlar elde 

edilmiĢtir
157

.  

Androjene bağlı ve androjenden bağımsız prostat karsinomlarının serumlarında 

mir 221 seviyesinin kontrol gruplarına göre daha yüksek olduğu gözlenmiĢtir
158

. Diğer 

bir çalıĢmada ise PKa hastalarının serumlarında mir 221 seviyesinin sağlıklı gruba göre 

artıĢ gösterdiği bulunmuĢtur
158

. Metastaz yapan PKa‟lı hastaların mir 221 seviyesinin 

lokal prostat kanseri oluĢumu olan ve sağlıklı bireyleri içeren gruba oranla artıĢ 

gösterdiği bildirilmiĢtir
159

. Mir 221 seviyesinin PKa hücre hatlarından PC3‟de normal 

prostat epitelyal hücrelere göre belirgin Ģekilde artan ekspresyonu gösterilmiĢtir
160

. 

Yapılan baĢka bir çalıĢmada pankreatik kanserlerin serumunda da bulunan miR-221 

seviyesinin iyi huylu panreatik tümör içeren hastaların serum seviyelerine göre belirgin 

olarak artıĢ gösterdiği bildirilmiĢtir
161

. Akciğer kanserli hastalarının serumlarında mir-

221 seviyesinin sağlıklı gurubun serumlarına göre azaldığı yapılan çalıĢmada 

gösterilmiĢtir
162

.  

Literatüre göre PKa‟lı hastaların PSS‟lerinde miRNA‟ların varlığının tespit 

edilmesi ve bu miRNA‟ların BPH‟lı ve PKa‟lı hastaların tanısında kullanılabileceğinin 

gösterilmesi ilk kez tarafımızdan gerçekleĢtirilmiĢtir. Prostat masajının rutin muayene 

de kolayca uygulanabilir olması PKa‟nın tanısının değerlendirilmesinde PSS‟nin 

kullanımını güçlü bir non-invaziv yöntem yapmaktadır. 

ÇalıĢmanın sonuçlarına göre mir-361-3p, mir-221, mir-133b ve mir-203 

seviyelerinin PKa hastalarının sekresyon sıvılarında farklı olarak ifade edildikleri ortaya 

konulmuĢ ve bu miRNA‟ların kolaylıkla diagnostik belirteç için aday olarak 

kullanabileceği sonucuna varılmıĢtır. Ġleriki çalıĢmalarda prostat sekresyon sıvılarının 

çok daha büyük popülasyonlarda doğrulama çalıĢmalarının yapılmasının ardından ek 

belirteçlerin de geliĢtirilmesiyle prostat sekresyon sıvıları, PKa için rutin tanı amaçlı 

kullanılabilir. 
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