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OZET

Erkeklerde gorulen kanserler arasinda ikinci sirada yer alan prostat
kanserininin erken tanisinda kullanilan PSA, bilinen en iyi tUmor
belirteclerindendir. Bununla birlikte gri zon olarak isimlendirilen PSA’nin 2-10
ng/mL arasinda oldugu durumlarda benign prostat hastaliklari ile prostat
kanserlerini ayirmada ¢ok yetersizdir. Ozellikle gri zon hastalarinda PSA'nin
tanisal gucunu arttirabilmek amaciyla kanserle iliskisi birgcok calisma ile
gosterilmis miRNA’lardan faydalanmayi amagladik.

Mersin Universitesi Tip Fakltesi Hastanesi Uroloji poliklinigine basvuran,
prostat biyopsisi yapilmis hastalardan; PSA degeri 2-10 ng/mL araliginda olan
ve patoloji sonucu benign olan 44 hasta kontrol grubunu, malign olan 37 hasta
hasta-1 ve PSA degeri >10 ng/mL ve patoloji sonucu malign olan 13 hasta
hasta-2 grubunu olusturdu. Toplam 94 hasta serumundan sPSA ve T-PSA
dizeyleri direkt kemiluminometrik sandvi¢ immunoassay yontemi ile olg¢uldu.
Plazmadan izole edilen miRNA’larin ekspresyonlari ise qRT-PCR ile ¢aligildi. T-
PSA, s/T PSA orani ve miRNA'larin ROC egrileri gizilerek en uygun 6zgulluk,
duyarhlik ve kestirim degerleri bulunarak tanisal gugleri karsilastirildi.

Kontrol-hasta-1 karsilastirmasinda; miRNA’larin tanisal gulgleri, daha
yuksek AUC’ye sahip oldugu icin s/T PSA (AUC=0.602) ile karsilastirildi. miR-
16-5p (AUC=0.586) ile s/T PSA kombinasyonunun tanisal guclnin daha iyi
oldugu gosterildi (AUC=0.616). Kontrol-hasta-2 karsilastirmasinda ise miR-
125b-5p ve miR-194-5p’nin tanisal glgclerinin diger parametrelere gére daha
degerli oldugu gorulda (sirasiyla; AUC=0.818 ve 0.806).

Sonug olarak, gri zondaki hastalarda prostatin benign ile malign ayirimini
yaparken miR-16-5p ile s/T PSA kombinasyonun tek basina T-PSA veya s/T
PSA’'dan daha degerli oldugu bulundu. Erken tanida miRNA rollerinin prostat
kanseri evrelerine gore, daha genis gruplarla ileri arastirmalarla gosterilecegini

dusunuyoruz.

Anahtar Kelimeler: Belirteg, Gri zon, mikroRNA, Prostat kanseri.



ABSTRACT

Detection of microRNAs’ Diagnostic Value in Prostate Cancer Patients
With 2-10 ng/mL Prostate Specific Antigen (PSA) Levels

PSA is the best tumor marker so far used in early diagnosis of prostate
cancer which is known as the second most common cancer seen in males.
Withal in cases with levels of PSA between 2-10 ng/mL which is known as grey
zone it is insufficient to distinguish prostate cancer from benign prostate
diseases. In order to increase diagnostic power of PSA we aimed to take the
advantage of miRNAs which has been shown to play role in cancer.

Prostate biopsy performed patients were grouped to form, PSA in the
range of 2-10 ng/mL diagnosed as benign in 44 patients as the control, 37
patients diagnosed with malignancy as patient-1 and PSA is >10 ng/mL,
diagnosed as malignant of 13 patients as the patient-2, who applied to Mersin
University Medical Faculty Hospital Urology department. A total of 94 patients
fPSA and T-PSA levels in serum was measured by direct chemiluminometric
sandwich immunoassay method. Expressions of miRNAs isolated from plasma
samples were performed by qRT-PCR method. T-PSA, f/IT PSA and miRNA
expressions were evaluated using ROC curves in order to achieve prognostic
power via sensitivity, specifity and cut-off values.

Control-patient-1 comparison has shown that f/T PSA ratio has been
used to compare with miRNAs diagnostic power because of its better AUC
(0.602). miR-16-5p (AUC=0.586) and f/T PSA combination’s diagnostic power
(AUC=0.616) has shown the better. Control-patient-2 comparison has seen that
miR-125b-5p and miR-194-5p's diagnostic powers have found to be more
valuable than the other parameters (respectively; AUC=0.818 and 0.806).

In conclusion, discriminate the benign disease from prostate cancers in
grey zone, miR-16-5p with f/T-PSA ratio is found more valuable than single T-
PSA or f/T PSA ratio. We think the role of miRNA in early diagnosis of prostate
cancer according to the stages, will be shown with further researches in larger

sample groups.

Key Words: Grey zone, Marker, microRNA, Prostate cancer.



GiRIS VE AMAG

Prostat kanseri, erkeklerde tum kanserler arasinda ikinci sirada yer alan,
ileri yaglarda gorilen, son yillarda tarama c¢alismalari ile daha erken yaslarda
tani almaya baslayan, yavas ilerleyen sessiz kanserlerdendir=,

Prostat kanserini organa sinirli hastalik durumunda yakalamak, bu
kisilerde hastaliksiz yasami artirmak ve mortaliteyi azaltmak agisindan
onemlidir. Bu amagla erken tani igin 50 yasindan sonra yillik prostat spesifik
antijen (PSA) ve parmakla rektal muayene (PRM) kombinasyonu tarama olarak
onerilmektedir®”’. Siipheli kitle varliginda transrektal ultrason (TRUS) esliginde
biyopsi, prostat kanseri tanisi igin altin standart yéntem olarak kullanilmaktadir®.

GuUnumiUzde en c¢ok kullanilan timoér belirteci olan PSA’nin, prostat
kanseri erken tanisi, tedavinin izlemi ve evrelemesinde 6nemli katkilari vardir.
PSA ve duyarhligini artirmak amacl kullanilan PSA turevlerinin klinik kullanima
girmesiyle lokalize prostat kanseri insidansi, erken dénemde kanser tanisi
konulabildigi icin, giderek artmistir. Prostat hacminin iyi bir gostergesi oldugu
bilinen PSA’nin prostat malignitesi yaninda benign hastaliklarda da artmasi
kansere degil organa 6zgu bir tumor belirteci oldugu gorisunu desteklemis,
benign-malign kitle ayirnminda 6zgullik ve duyarliliginin disuk kalmasi ile timaor
belirteci olarak dederi sorgulanmaya baslanmistir. Diger yandan, ozellikle
benign prostat hipertrofisi (BPH) ve prostat kanserli olgularin ¢akistigi PSA’nin
2-10 ng/mL oldugu degerlerde, biyopsi yapilmasi, sonrasinda tedavi

810 Bu nedenle, prostat kanseri erken

uygulanmasi yuk olusturmaktadir
tanisinda, girisimsel islem yapilmadan elde edilebilecek, duyarllik ve 6zgullugu
daha vyuksek belirteclere ihtiyagc duyulmaktadir. Bu amagla arastirilan
molekullerden biri de mikroRNA'dir (miRNA).

miRNA’lar; 21-23 nukleotid uzunlugunda, proteine c¢evriimeyen, tek
zincirli RNA’lardir. Mesajci ribonlkleik asite (mRNA) tam ya da kismi
baglanmasina gore yikimini tetikleyerek veya translasyonunu baskilayarak gen
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ekspresyonunu duzenleyici rol oynarlar~—"°. Genlerinin ¢gogunun kanser ile



iliskilendirilmis gen bolgelerinde veya kirilgan bdlgelerde yerlesik olmasi
miRNA’larin neoplazi patogenezinde énemli rolleri olduguna isaret etmektedir'”.

miRNA ekspresyon duzeylerinin normal-malign dokular arasinda farklilik
gostermesi, ekspresyon siddeti ile prognoz arasinda iliskinin varligi yaninda
doku Ornekleri ve vicut sivilarinda uzun sure stabil kalmalari miRNA’larin
malign hastaliklarin tani, prognoz ve siniflamasinda yeni belirtecler
olabileceklerini dusundurtmustir. Bu amacla bircok kanser turinde ve prostat
kanserli gruplarda calismalar yapilmistir*>2°.

Bu calismada, PSA’'nin benign-malign ayirimini yapmakta yetersiz
kaldigi duzey olan gri zonda bulunan hastalar hedef alindi. Bu hastalar icinde
patolojik olarak benign prostat hastaliklari tanisi alanlar kontrol, prostat kanseri
tanisi alan, PSA degeri 2-10 ng/mL aralidinda olanlar hasta-1, PSA>10 ng/mL
olan kanserli hastalar ise hasta-2 grubu olarak segildi. Bu U¢ grupta daha
onceden belirlenen 59 farkli miRNA’nin ekspresyon profillerini ¢aligildi. Boylece
gri zondaki hastalarda, benign-malign ayirimi yapmada total PSA (T-PSA),
serbest/total PSA (s/T PSA) ve miRNA ekspresyon dizeylerinin her birinin ayri

ayri ve birlikte kullanildiklarinda tanisal gugclerini degerlendirmek amaclandi.



GENEL BILGILER

Prostat, gestasyonun Uguncli ayinda prostatik Uretra epitelinin
mezensime invajinasyonu ile olusup, 25-30°lu yaslarda 18-20 gram agirliga
ulasan, duktal sisteme sahip, mesane tabanina yaslanmis ters koni seklinde bir
bezdir* %'

Santral zon, periferik zon, transisyonel zon ve anterior fibromuskuler
stroma olmak Uzere 4 zondan olusan normal erigskin prostatinin %30'u
fiboromuskuler doku, %70’i ise glandiler dokudan olugsmaktadir (Sekil 1).
Glanduler doku %70-75 periferik zon, %20 santral zon ve %5 transisyonel
zondan olugur. Fibromuskuler stroma 6zellikle glandin anterior bodlgesinde

yogunlasmistir® %%

#\  Transisyonel zon

Santral zon

Anterior
fibromuskuler
stroma

Periferik
zon

Sekil 1: Prostatin zonal anatomisi.



Prostatin posterior ve posterolateral bolgesinde yogunlasan fibroz doku,
gercek bir kapsul yapisinda olmasa da kapsul olarak adlandirilir ve glandin

ozellikle posterolateralini korur®.
Prostat Kanseri

Prostat kanseri, erkeklerde tim kanserler arasinda ikinci, 6lime sebep
olan kanserler arasinda ise altinci sirada yer alan, insidansi hemen hemen tim
tilkelerde giderek artmakta olan bir kanserdir® 2.

Tuarkiye’de saglikh bir istatistik olmamakla birlikte Saglhik Bakanhgrnin
bildirilen vakalarla yaptigi degerlendirmelerde prostat kanseri tum kanserler
arasinda 6.-7. siralarda yer almaktadir®.

Prostat kanseri, ¢ogu vyavas ilerleyen sessiz kanserlerdendir ve
hastalarin %75'’i 65 yas ustlinde tani alir, ancak son yillarda tarama g¢aligsmalari
ile 50 yas civarinda tani konulmaya baslanmistir®. Degisik Ulkelerde, baska
nedenlerle dlen 50 yas Uzeri erkeklerden yapilan otopsilerde %30-50’sinde
histolojik (latent) prostat kanseri tespit edilmektedir®* .

Etiyolojisi tam olarak netlesmese de etnik populasyonlar ve Ulkeler
arasinda farkli siklikta goéruldagu, o6rnegin Cin ve Japonya’da disuk oranda,
Kuzey Amerika ve iskandinav Ulkelerinde ise daha yiksek oranda saptandigi,
bilinmektedir. Prostat kanseri olusumu ile yagli beslenmenin, yuksek serum
kalsiyum dizeyinin, kadmiyum iligkili mesleklerin, kronik infeksiyonlarin, ylksek
androjen seviyelerinin, vazektomi operasyonunun iligkili oldugunu go6steren
yayinlar vardir®.

Kronik infeksiyon sonrasi gelisen proliferatif inflamatuar atrofinin
histopatolojik olarak prostat kanseri prekursoru olabilecegi dusunulmektedir.
BPH ve prostat kanserinin, yasl erkeklerde gérilme, androjen bagimli olma gibi
ortak noktalari olmasina karsin aralarinda kesin bir etkilesim goralmemistir.
Vazektomi sonrasi antisperm antikorlarin gelismesi, seminal androjen
konsantrasyonunun ve prostatik sekresyonlarin azalmasi prostat kanseri riskini
artirici faktérler olarak ileri siiriilse de ispatlanmamistir®.

Dolasimdaki androjenler normal prostat gelisiminde etkin oldugu gibi,
BPH ve kanser surecinde de etkilidirler. Kanser surecindeki rolleri tam olarak
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bilinmemekte, ancak hicre buyume ve bolinmesinde etkili oldugu
dusundlmektedir. Serum testosteron seviyesiyle prostat kanseri gelisme riski
arasinda iliski bulunmamaktadir. Testosteron prostatta 5-a rediktaz enzimi ile
dihidrotestosterona  (DHT)  ¢evrilir.  5-a  rediktaz  eksikligi  olan
psddohermafroditlerde prostat kanseri gorulmez. Hepatik sirozda dolasimdaki
Ostrojenler artarken, testosteron seviyesi ve ona bagli olarak DHT seviyesi
dismektedir. Bu dedisiklikler, sirozlu hastalarda prostat kanseri riskinin
azalmasinda etkilidir®.

Prostat kanserinin erken yaslarda familyal, ileri yaslarda ise sporadik
gelistigi go6zlenmigtir. Birinci derece yakinlarinda prostat kanseri olan kigilerde,
genel populasyona gore 2.1-2.8 kat daha fazla kanser goérilme riski vardir.
Prostat kanseri cok basamakli, kronik ve kompleks karsinogenez olaylarinin
etkilesimi ile olugsmaktadir. Genetik degisiklikler bu basamaklarin en
onemlilerindendir ki bunlar nokta mutasyonlari, amplifikasyon, delesyon,
translokasyon ve mitotik rekombinasyonlar seklindedir. Ayrica hucre
proliferasyon ve diferansiasyonunu kontrol eden genler, fonksiyon ve
etkinliklerini  degistirerek, gelisim-kontrol mekanizmalarindan  kurtulmusg

hiicrelerin olusmasina neden olur® 23931,

Patoloji

Prostatta; kanser, kronik prostatit ve postinflamatuar atrofinin en c¢ok
yerlestigi alan periferik zondur. Yasla orantili olarak periferik zon epitelinde
yassilasma ve atrofi baslarken, transisyonel zonda ise glandiler-stromal
hiperplazi yani BPH goérullr. Prostat kanserinin %10’u transisyonel zonda, %10
kadari da santral zonda yerlesim gdstermektedir® *.

Prostat kanserinin fibréz kapsuli gecip etraftaki yag ve bagd dokusuna
yayllmasina gore; prostata sinirli veya prostati asan tumorler olarak
ayrilmaktadir. Prostat kapsuli, apeks ve 6n yuzde daha zayiftir ve kanser
glandin hemen Uzerinde yer alan vezikula seminalis araciligiyla ve perinoral
olarak yayilabilir. Kanserin vezikula seminalise invazyonu c¢ok onemli bir

prognostik gdstergedir®.
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Prostat dokusunda kanserle iligkili lezyonlar 3 grupta ele alinabilir.

1-Atipik Kucuk Asiner Proliferasyon (Atypical small acinar proliferation; ASAP):
Kanser veya kanserle karisabilecek benign lezyonlardir. Her zaman klasik
asiner proliferasyon olmayabilir. Prostat biyopsilerinde atipik ya da kesin taninin
konamadigi oran ortalama %7 kadardir ve bu hastalarda tekrarlanan
biyopsilerde %35-50 kansere rastlanmasi nedeniyle, atipik goérilen her

biyopsinin tekrarlanmasi gereklidir®.

2-Prostatik intraepitelyal Neoplazi (Prostatic Intraepithelial Neoplasia; PIN):
Onceden histolojik degisikliklerin siddetine gére PIN1, PIN2, PIN3 seklinde
siniflandinlirken simdi ylksek dereceli PIN (High Grade PIN; HGPIN) ve dusik
dereceli PIN (Low Grade PIN; LGPIN) olarak siniflandiriimaktadir®.

LGPIN, normal prostat dokusundan her zaman ayirt edilemez, bu
nedenle raporlanmamalidir®.

HGPIN ise, stromal invazyon goOstermeyen, bazal hlicre tabakasi
korunmus benign bezlerde kiguk blyutmede hiperkromazi ve daha blyuk
blyutmede sitolojik atipi ve belirgin nukleolus gorulen proliferatif lezyondur. Bu
lezyon ne kadar fazla alanda gorultrse o kadar fazla kanser odagi var demektir.
HGPIN’in prostat adenokarsinomu gibi periferik zonda daha fazla gérullyor
olmasi HGPIN’in prostat karsinomunun &n belirtilerinden biri oldugunu
distundurmektedir. Biyopsilerde HGPIN insidansi ortalama %6’dir ve bu
hastalarin bir yil sonra tekrarlanan biyopsilerinde %23-35 oraninda kanser

gorilmektedir®.

3-Prostat Kanserleri: Cok buyuk kismini adenokarsinomlar olustururken ¢ok az
bir kismi transisyonel hucreli karsinom tipindedir. Prostatta gorulebilen diger
kanser tipleri ise cok ender goriliirler”,

a) Adenokarsinom (%98), mikroasiner yapilarin proliferasyonu ve Iimeni
doseyen hucrelerin bazal tabakasinin yoklugu ile karakterizedir. Belirgin ntkleol
icerebilir, ancak hlucrede belirgin hiperkromazi-atipi varligi, sinirlerin yarisindan
fazlasinin etrafinda glandiler yapi goérilmesi adenokarsinom tanisi igin
yeterlidir. Mikroasiner proliferasyon gosteren glandlar rastgele sirali olarak
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gorulebilir.  Radikal  prostatektomiden sonra  yapilan incelemelerde
adenokarsinomlarin %60 kadarinin iyi ve orta derecede differansiye, %40
kadarinin az differansiye oldugu goérulmustir. Derece tespitinde son
zamanlarda; ploidi, nuUkleer morfometri, histokimyasal belirleyiciler ve
proliferasyon belirleyicileri kombine edilmeye caligiimaktadir. McNeal, prostat
adenokanserlerinin  %68’inin  periferik zondan olustugunu belirtmistir?®,
Transuretral rezeksiyon (TUR) ile tespit edilenlerin ¢cogu transisyonel zondan
gelisen kanserlerdir ve bunlar genelde anterior boluminden koken alan,
hiperplastik noduller igerisinde baglayan, derecesi dusuk ve iyi diferansiye
tumorlerdir. Anterior bolum fibromuskuler zon ile sarildigindan ve ejakulator
kanala uzak oldugundan lenf nodu metastazi, kapsll penetrasyonu veya
vezikula seminalis invazyonu gok seyrektir®.

b) Transisyonel Hucreli Kanserlerde (%1-5), hemen daima stroma
invazyonu gorulir. Mesane boynuna ve gevre yumusak dokuya yayilma egilimi
gosterir. Hastalarin %20’sinde, en sik osteolitik karakterdeki kemik, akciger ve
karacigerin tutuldugu uzak metastazlar gériilmektedir”.

c) Musindz Adenokarsinom, agresiftir ve kemik metastazi yapmaya
egilimlidir®.

d) Prostatik Duktal Adenokarsinom, papiller ve villo-glanduler yapisi ile
endometrium adenokarsinomlarini animsatir ve agresif seyreder®.

e) Skuamoz ve Adenoskuamoz Kanserler, genellikle hormon tedavisi
veya radyoterapi alan adenokanserlerde sik gorullir. Osteolitik metastaz yapar
ve Ostrojen tedavisine cevap vermezler®.

f) Kligik Hucreli Kanser (Small cell carcinoma), ¢ok agresif ve élumcul bir
formdur. Cok nadir rastlanir ve olgularinin %50’sinde adenokarsinom igeren
mikst tipte timoér olarak goralir. Adrenokortikotropik hormon ve antiditretik
hormon salgilayan prostat timérlerinin gogunu olusturmaktadir®.

g) Sarkomatoid Karsinom (Karsinosarkom), cok nadir gorulur ve tedaviye
direnclidir®.

h) Rhabdomyosarkom ise prostatin en sik mezensimal timorl olup
Ozellikle cocuklukta gorulur. Yetiskinlerde ise leiomyosarkom prostatin en sik

gorilen sarkomudur®.
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Tani

Erkek populasyonunda gozlenen en onemli malignitelerden biri olan
prostat kanserinin erken tanisi ve 50-60 yaglarinda sikligi artmaya baslayan
BPH ile ayirimi basarili tedavi icin cok dnemlidir®>,

Diger kanserlerde oldugu gibi prostat kanserinde de organa sinirli
hastallk durumunda yakalamak, bu kisilerde hastaliksiz yasami uzatmak ve
mortaliteyi azaltmak agisindan énemlidir. Bununla birlikte baska nedenlerle 6len
erkeklerin postmortem incelemesinde, %30-50’sinde prostat kanseri histolojik
goruantdleri bulunmus olmasi her prostat kanserinin dlime sebep olmadigini ve
en az yarisinin yavas ilerledigini dusundirmektedir. Ancak geng, yuUksek
dereceli, andploid kanserlerde ilerleme hizli oldugundan, bu kisilerde erken tani
hayat kurtarici olmaktadir. Bu amagla erken tani i¢in 50 yas Uzerindeki
erkeklerde yilllk PSA ve PRM kombinasyonu o&nerilmektedir. Ayrica aile
hikayesi olanlarda kanser gorulme riski artmis oldugu icin PSA taramalarina
daha erken, 40-45 yas civarinda, baslamak gerekmektedir. Erken tani
calismalari sonucu, gelismis Ulkelerde hastalarin yalnizca %5’inde ilk tanida
uzak metastatik hastalik bulunmaktadir®” 3438,

Prostat kanseri tanisinda bir¢ok farkli ydontem kullaniimaktadir.

a. Parmakla Rektal Muayene (PRM): PRM, PSA’nin yaygin olarak
kullanilimaya baglamasindan 6nce en énemli erken tani araciydi. 50 yas Uzeri
erkeklerde yilda bir kez PRM yapilmasi tavsiye edilmektedir. Kanser kitlesi 0.3-
1.3 mL arasi olanlarin bile PRM ile palpe edilebilecegi bildiriimektedir. PRM ile
kanser ve yine kitle bulgusu veren BPH, prostatit, prostat taslari, infarktis,
tiberkiloz ve biyopsi sonrasi olusan endurasyon ve nodullerin ayrilmasi
mumkin olmayabilir. PRM’nin prostat kanseri tanisinda tek basina pozitif
kestirim degeri %23-56 arasindadir. PSA degerleri artikga PRM’nin pozitif
kestirim degerinin de arttigina yonelik sonuglar mevcuttur. Prostat kanserli
hastalarin %25’i, 4 ng/mL’den daha dislik PSA dizeylerine sahip olmasindan
dolayl anormal PRM’li olanlara PSA sonucuna bakilmaksizin prostat biyopsisi

onerilmektedir® 342,
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b. Gorintuleme Yontemleri: Kemik metastazi varligini degerlendirmek
amaciyla Kemik Sintigrafisi, kemik sintigrafisinde bulunan pozitif bulgularin
desteklenmesi icin Direkt Uriner Sistem Grafisi (DUSG) ya da direkt kemik
grafileri ve ayrica mesanenin durumu, kanserin trigon ve Ureter alt uglarina
invazyonu ile olusan Ureterohidronefrozun gdsterilmesi amaciyla intravenéz
Pyelogram (IVP) uygulanabilmektedir®.

TRUS'un tanida en yaygin kabul edilen roll, hastaligin tanisi igin altin
standart yontem olan sistematik prostat biyopsisine kilavuzluk yapmasi, prostat
hacminin belirlenmesi ve kanser evrelemesinde de yararli olmasidir. TRUS ile
tumor hacmi kesin olarak belirlenemese de prostat hacmi “uzunluk x geniglik x
derinlik x 0.52” formulUyle hesaplanmaktadir. Akut prostatit durumunda
kullaniimamasi gereken TRUS ile periferik zon kanserleri %60-70 dogrulukla
gosterilebilmektedir®.

Bilgisayarli Tomografi (BT), lenfadenopatinin godsteriimesi ve 06zellikle
klinik lokal invaziv timdrde planlanan hormonal tedavi+radyoterapi oncesi ileriki
takip igin faydali olabilir?.

Magnetik Rezonans Goéruntuleme (MRG), 6zellikle Endorektal helezonlu
(coil) MRG spektroskopi ile tamamlandiginda prostatin buglin mamkin olan en
ayrintili goruntulerini saglar ve kanser bolgelerini, prostat disina tasma
alanlarini, periferik zonu, vezikula seminalis invazyonunu, lenfadenopati, doku
karakteri (kanama, sivi, yad gibi) ve boélge anatomisini gbéstermede c¢ok

basarilidir. Bu nedenle evreleme icin de kullanilabilir® 43

c. Biyopsi: Ginumizde PSA ylksekligi ya da PRM’de kanser slphesi varsa
TRUS esliginde biyopsi, hastaligin tanisi icin altin standart yéntem olarak
kullanilir. Periprostatik lokal anestezi sonrasinda genelde 10 ya da 12
kadrandan biyopsi alinir. Onceden uygulanan 6 kadrana goére, 12 kadran
biyopsi kanser tespitini %29 oraninda artirmistir. Lateral biyopsiler, periferal
zonun daha iyi érneklenmesini saglamaktadir. Lateral midgland ve lateral taban
kisimlari en fazla kansere rastlanan biyopsi yerleridir. ilk biyopsi sonucu normal
gelen kiside anormal PRM devam ediyorsa, PSA hala ylksekse veya ilk

biyopside malign supheli histolojik bulgular varsa ikinci biyopsi planlanir.
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Kanseri olan kiside ilk iki biyopsi %92 olasilikla kanser tanisini koyarken tuguncu
43,4

biyopsi bu orani %97’ye tasir

d. Boyama Yontemleri: Prostat kanserinin tanisinda ve ayirici tanisinda
biyopsi materyalinin gesitli histokimyasal metodlarla boyanmasi 6nemli yer tutar.
Prostat dokusunda Ozellikle kanser hucrelerinde fazlaca eksprese olan PSA,
prostatik asit fosfataz (prostatic acid phosphatase; PAP), a-methyl-CoA
racemace (AMACR), noéroendokrin belirleyiciler (seratonin, kalsitonin,
somatostatin gibi) prostat kanserinin diger Urotelyal kanserler, kolon kanseri,
granilomatéz prostatit ve lenfoma gibi durumlardan ayirt edilmesinde
faydalidirlar. Ayrica kuguk hucreli karsinomda noérosekretuar grandllerin
gosterilmesi (cogunlukla serotonin, daha az oranda da kalsitonin, somatostatin,
insan koryonik gonadotropini (human chorionic gonadotropin; hCG)),
adenokarsinomda  sitokeratinin  gOsterilememesi, transisyonel hucreli
karsinomda PSA/PAP negatif olmasi, muasindz adenokarsinomda ise
karsinoembriyonik antijen (carcinoembryonic antigen; CEA) boyasi ile

boyanmasi gibi 6zellikleri ile ayirt edilmelerinde boyama ydntemleri dnemlidir®
44

e. Biyokimyasal Belirtegler: Prostat kanseri tanisinda, serum veya plazmada
analiz edilebilecek cesitli belirtegler kullaniimistir. Bunlar arasinda Human
Kallikrein 2, Prostat Spesifik Membran Antijeni, Prostatik Asit Fosfataz,

Noroendokrin Belirleyiciler, PSA ve tiirevieri sayilabilir®.

1.Human Kallikrein 2 (hK2): Aminoasit dizisi PSA ile %80 benzerlik gdsteren
ve PSA aktivasyonunda goérev aldigi disundlen bir molekildir. Serum
konsantrasyonu PSA’dan 100 kat daha az olmakla birlikte, %80-95’inin serbest
formda oldugu belirlenmistir. PSA’ya Ustinligu gosteriiemese de kanserli
hastalarda seviyesinin arttigi calismalarda gdésterilmistir. Yine de, hK2/sPSA

oraninin, s/T PSA’ya gore daha yiiksek 6zgiillii§e sahip oldugu gorilmistir®.
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2.Prostat Spesifik Membran Antijen (PSMA): Kanserli dokularda daha fazla
eksprese edilen, membrana bagl bir antijendir. Serumda goérulmesi, prostat
hdcrelerinin dolagimda oldugunu dusundurmektedir. Bu amagla, metastatik
prostat kanseri tespiti igin degerlendiriimis, ancak %39-91 gibi genis bir
duyarlilik araligi1 olmasi nedeniyle gluvenilirligi sorgulanmigtir. Yine de anaplastik
ve hormona direngli kanserlerde PSMA yuksek bulundugu igin, evre ve prognoz
tayininde bu antijenin histokimyasal yontemlerle godsteriimesinin faydali

olabilecedi diistiniilmektedir® 8.

3.Prostatik Asit Fosfataz (PAP): Prostat epitelinde bulunan, hicre
proliferasyonunda 6nemli gorevleri oldugu dusunllen protein tirozin
fosfatazlardan biridir. PSA’nin 1986 yilinda klinik kullanima girmesine kadar,
prostat kanserli hasta takibinde kullaniimaktaydi. PSA’ya gore, prostat kanseri
tani ve takibinde daha dusuk duyarlilikta oldugu igin rutinde kullaniimamaktadir.
Son zamanlardaki ¢alismalarda, 6zellikle kanser hicrelerinde disuk seviyede
PAP saptanmasi, bunun da klinik progresyonla ters korelasyon godstermesi,
agresif seyreden olgularda PAP’In yeniden belirte¢ olarak kullanilabilecegini

glindeme getirmistir®.

4.Noroendokrin Belirleyiciler: Normal prostat glandi ve asinilerde serotonin,
daha az oranda da kalsitonin, somatostatin gibi belirleyiciler ile dolu granuiller
iceren endokrin-parakrin hiicreler bulunur®.

Klguk hucreli kanserlerde ¢ogunlukla fokal olmak lGzere ndroendokrin
diferansiasyon olabilir. Kromogranin-A, noéron spesifik enolaz, serotonin,
bombesin, kalsitonin, katakalsin, tiroid uyarici hormon benzeri peptid ve
parathormon iliskili protein gibi sekretuar Urlnler timoér belirteci olarak
kullanilabilir. Noéron spesifik enolaz, o6zellikle de kromogranin-A’'nin serum

degerlerinin belirteg olarak klinik roliiniin olabilecegi tartisiimaktadir®.

5.Prostat Spesifik Antijen (PSA): PSA, human kallikrein 3 olarak bilinen, 19.
kromozomun ¢ kolunda kodlanan (19913,4) serin proteaz grubundan bir

glikoproteindir®.
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Ik olarak 1970 yilinda insan prostat dokusu ekstrelerinde tespit edilmis,
1979 yilinda Ozellikleri tanimlanarak saflastirilmigtir. 1980 yilinda serumda
saptanmig, 80’li yillarin sonlarinda klinik kullanima girmigtir. Prostat kanseri igin
en énemli timér belirteci haline gelmistir*>“®,

259 aminoasitten olusan preproPSA prostatin duktal ve asiner epitelinde
ve periuretral bezlerde sentezlendikten sonra sekretuar epitelden [Umene 244
aminoasitlik proPSA olarak salinir. Lumende proPSA N-terminalindeki arginin
ile izolosin arasindan hK2 ve kismen de hK4 tarafindan parcalanarak 237
aminoasitlik aktif PSA olusur. proPSA’dan aktif PSA olusurken gerceklesen 7
aminoasitlik kisalmanin kismi olmasi durumunda proPSA’nin farkli G¢ formu, [-
2] proPSA, [-4] proPSA ve [-5] proPSA, olusur. Bunlardan iki tanesi, [-2] proPSA
ve [-4] proPSA, hK2 ve hK4’ln etkisine direng gosterir, limende stabil ve inaktif
olarak kalirlar (Sekil 2). Aktif PSA’nin buyuk kismi seminal siviya salgilanir,
ancak ¢ok az bir kismi kan dolasimina gecgerken yine az bir kismi Iimende
proteolize olarak inaktif intakt PSA (iPSA)'ya donusur ya da internal kirllmalara
ugrayarak inaktif benign PSA (BPSA)ya doénuslur. Limende olusan iPSA ve

BPSA tiirevleri de limenden dolasima gegebilirler*®>*,

22 71 237
I e proPSA
l (inaktif)

71 237
O ;P s A

(inaktif)

hK2 hi4 parsiyel kirlma
1 237 21 237
& .|
-2] proP SA
(aktif) b2l p

(inaktif)

41 237
proteoliz internal kinlmalar _[4] proPSA
(inaktif)
51 237
I (< oF s A
1 237 1 237 (inakeif)
IS,
(inaktif) (inaktif)

Sekil 2: PSA biyosentezi ve alt tiplerinin olusumu.
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Dolasima gegen aktif PSA, a-1 antikimotripsin (antichymotrypsin; ACT),
a-2 makroglobulin (A2M) ve a-1 proteaz inhibitor (API) gibi proteaz inhibitorleri
ile kompleks olusturur ve bagli PSA (complexed PSA; cPSA) olarak
isimlendirilir. cPSA serumda oOlgulebilen T-PSA’nin %70-90 kadarini olusturur.
T-PSA'nin %10-30'u ise iPSA, BPSA ve 6zellikle malign durumlarda dolagima
ctkan [-2] proPSA ve [-4] proPSA’lardan olusan sPSA’dir*® >,

PSA, prostattaki kolumnar epitel hucrelerince lumene, seminal siviya
salgilanir ve burada seminal protein semenogelin’i proteolize ugratarak semenin
likefaksiyonuna neden olur. PSA’nin bdylece spermatozoalarin hareketliligine
katki sagladigi distinilmektedir®.

Seminal sivida yuksek konsantrasyonda bulunan PSA serumda ¢ok daha
dUsuk konsantrasyonlarda bulunur ve PSA degeri yasa, Irka ve prostat hacmine
gore degisebilir. Yagsla birlikte PSA degeri artar. Bu artis BPH olmayanlarda
yilda 0.04 ng/mL iken, BPH’li hastada 0.07-0.27 ng/mL araliginda olmaktadir.
Siyah irkta beyaz irka gére ayni yas grubunda daha yiiksek degerler goriliir®.

PSA alt tiplerinin benign ve malign durumlarda serumda farkl oranlarda
gorilmesi prostat glandinin  bazal tabakasinin kanserli olgulardaki
dekstriksiyonu ile aciklanabilir. BPH’lI olgularda, bazal hlcreler ve bazal
membran intakt oldugundan PSA biyosentezi ve sonraki asamalar luminal yapi
icerisinde normal dénglsunde devam edeceginden dolasima gecgen alt tipler
aktif PSA (serumda cPSA) ve sPSA’nin benign formlaridir (iPSA ve BPSA).
Kanserli durumlarda ise bazal hicre ve bazal membran dekstruksiyonuna bagli
olarak PSA’'nin luminal yapi icerisinde déngusu bozulup dolasima gecisindeki
sinirlama kalkar ve serumda goreceli olarak cPSA ve sPSA’nin malign formu
olan proPSA (6zellikle daha stabil olan [-2] proPSA ve [-4] proPSA) artar°.

PSA, prostat kanseri erken tanisi, tedavinin izlemi ve evrelemesinde
buyuk katkilar saglamistir. Gunumuzde halen en ¢ok kullanilan tumor
belirtecidir. Prostat kanserinde salgilanan PSA miktarinin, normal prostat
dokusunun salgiladiginin 30 kati oldugu yapilan calismalarda gorulmustur.
Bunun, kanserli hicrelerin artan proteolitik aktiviteleri ile bazal membran
destriiksiyonuna bagh olarak, PSA’'nin direkt vaskiler sisteme ge¢gmesi sonucu
oldugu dusunulmektedir. Benign patolojilerde de histolojik yapi bozulup kanda
PSA dizeyi artabilmektedir. Prostat biyopsisi, prostat masaji ya da transuretral
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girisimler PSA’'nin gecici olarak yikselmesine neden olabilirken; BPH, prostatit,
enfarktlar, ejakulasyon, akut Uriner retansiyon yaninda kardiyak cerrahi, by-pass
ameliyatlari PSA dizeyinin arttigi benign durumlardir. PRM sonrasi olusan artis
ise ihmal edilebilir dizeyde oldugundan klinik olarak anlam tasimaz. Diger
yandan, BPH tedavisinde kullanilan 5-a reduktaz inhibitorleri (finasterid,
durasterid) PSA duzeyini dusurduklerinden tedavi oncesi duzeylerine bakilip
takip edilmelidir. Bunlar, PSA’nin dagsuk duyarlilik ve 6zgullik problemini ortaya
koymus, tanisal test olarak degerinin sorgulanmasina yol agmistir® 810663
PSA, klinik kullanima girdikten sonra referans araligi 0-4 ng/mL olarak
kabul edilmistir. 4-10 ng/mL arahgi ise BPH ve kanserli olgularin ¢akistigi “gri
zon” olarak degerlendirilmistir. 90’ yillarda, gri zondaki kanserli vakalari daha
iyi tanimlayabilme Uzerinde durulmus, bu nedenle PSA tlrevleri ve PSA'nin
prostat hacmine oranlanmasi gibi yontemlerle ¢calismalar hiz kazanmigtir. Farkl
populasyonlarda ve farkh biyopsi yontemleri uygulanmis kisilerden elde edilen
veriler oldugu icin klinik uygulamalar standardize edilememis olsa da guncel
algilama, PSA’nin prostat hacminin iyi bir gostergesi oldugu ve kansere 6zgu
olmaktan ¢ok, organa 6zgu bir belirte¢ oldugu yoénudndedir. Gunumuzde PSA
kullaniminda amag, daha kiiciik ve organa sinirli timérleri tanimlayabilmektir®.
PSA duyarlihdini ve ézgulliguna artirmak icin referans deger olarak yasa
0zgu PSA degerleri, PSA artis hizi, PSA dansitesi veya serumdaki PSA

tirevleri gibi farkl yontemler kullaniimistir®,

a) Yasa Ozgii PSA: Gen¢ hastalarda radikal tedavi ile tam tedavi olabilecek
organa sinirli tumorleri erken evrede saptama olasihigini artirmak, yash
hastalarda klinik 6nemi olmayan kanseri gereksiz yere tedavi etmekten
kacinmak asil amactir®. Birgok calismada, PSA degerlerinin yasla beraber
yukseldigi gosterilmistir (Tablo 1). Sebebinin, prostatin biylumesi ile beraber
membran gecirgenliginin artmasi oldugu dusunidlmektedir. Yasa o6zgu PSA
referans degerlerinin 50-59 yas grubunda kullanimi, yapilan biyopsi sayisini
%45 oraninda, prostat kanseri yakalanmasini da %15 oraninda artirarak
avantaj saglasa da negatif biyopsi sayisinin ve saglik giderlerinin artmasi gibi
dezavantajlara da sahip oldugu unutulmamalidir. Yine yagh hastalarda yasa
0zgu referans deg@erlerinin kullaniminin, tam tersine gereksiz biyopsi sayisini
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azaltirken erken evre kanserlerin atlanmasina neden olabilecegi bilinmektedir®
65

Tablo 1: Yas ve irkla PSA'nin iligkisi.

Yasa Ozgii PSA Araligi (ng/mL)
Yas (Y1l) ___
Siyahi Sari Beyaz
40-49 0-2.0 0-2.0 0-2.5
50-59 0-3.0 0-3.0 0-3.5
60-69 0-4.5 0-4.0 0-4.5
70-79 0-5.5 0-5.0 0-6.5

b) PSA Hizi (Velositesi): Birbirine ardisik yapilan yillik PSA dlgumlerinde yilda
0.75 ng/mL’den fazla artis olan olgularda prostat kanseri riski artmaktadir. ilk
olarak Carter ve arkadaslarinin yaptigi calismada en az iki yil iginde yapilan, en
az 3 PSA odl¢gimuyle hesaplanan PSA hizinin 0.75 ng/mL/yil ve Gzeri oldugu
durumlarda, %95 6zgillik ve %72 duyarlilikla kanseri saptadigi gérilmistiir®®.
PSA degeri yuksek olanlarda bu takip, tedavi icin zaman kaybettiricidir. Guncel
calismalar, PSA>4 ng/mL olan olgularda 0.75 ng/mL/yil; PSA<4 ng/mL
olanlarda ise 0.1-0.5 ng/mL/yil PSA hizinin kestirim deger olarak kullaniimasi
gerektigini gostermektedir. Bazi yazarlara gore, radikal cerrahi igin uygun
olmayan, 70 yasindan buyuk erkeklerde ve prostat kanseri teshisi konanlarda
hormon tedavisinin zamanlamasina yardim igin PSA hizi takibi tercih edilmelidir.
Hizli artiglarin, klinik olarak anlamli kanserle ve agresiflikle uyumlu oldugu
gorilmustar. Dusuk PSA degeri olan olgularda ise yeni PSA kestirim
degerlerinin arastirilmasi gerekmektedir®.

PSA’nin kansere 6zgu olmamasi, hesaplamadaki zorluklar, %25’lere
varan gunlik PSA seviye degisimleri ve dlcuminde farkli zamanlarda farkh
yontemler kullanilabilmesi gibi dezavantajlar PSA hizinin  kullanimini

azaltmistir®.

c) PSA’nin Hacme Bagl Tiirevleri: Prostat kanseri tanisinda kullanilan en eski

PSA tiirevidir. Benson ve arkadaslari tarafindan 1992 yilinda tanimlanmistir®”.
21



BPH gibi benign durumlarda salgilanan PSA g6z onune alindiginda, prostat
kanseri tanisini koymak icin hacmin olusturdugu etkiyi ortadan kaldirmada
kullaniilmaktadir. T-PSA degeri, total bez hacmine oranlaninca PSA dansitesi
(PSAD), transisyonel zon hacmine oranlaninca da transisyonel zon PSA
dansitesi (TZPSAD) ortaya ¢ikmaktadir. TRUS ile bezin hacmi belirlenmektedir.
PSAD icin kestirim noktasi 0.15 ng/mL/cc olarak kabul edilse de Catalona ve
arkadaslari, kestirim noktasi olarak bu deger alindiginda yaklasik %50 olguda
kanser tanisinin atlanabilecegini bildirmislerdir®®. Djavan ve arkadaslarinin
calismasinda ise, ilk prostat biyopsisi negatif olup yuksek PSA nedeniyle
yapilacak ikinci biyopsi igin PSAD 0.1 ng/mL/cc olarak alinirsa %90 duyarlilikla,
gereksiz olacak ikinci biyopsiyi %31 oraninda 6nledigi goriimistir®®. TZPSAD
degeri 0.35 ng/mL/cc Uzerindeki olgularda prostat kanseri riski daha yuksek
bulunmustur. PSA degderi 4-10 ng/mL olan hasta grubunda TZPSAD’nin prostat
kanseri tespitine yardimci olabilecegi gérilmistiir™.

PSAD ve TZPSAD'nin kanser taramasinda, serum T-PSA’dan daha
yuksek 06zgullige sahip oldugu bildirilmistir. Ancak, prostat hacmini dogru
hesaplamak amaciyla invaziv ve pahali bir islem olan TRUS gerekmektedir.
Ayrica prostat boyutu, sekli ve epitelyal stroma oranindaki olguya o6zgu

degisikliklerin fark edilmesiyle birlikte bu PSA tlrevlerinin kullanimi kisitlanmistir
8,65, 71

d) PSA’nin Serum Dagilimina Bagh Tiirevleri (Serbest PSA, Bagh PSA)

Serbest PSA: Serumdaki T-PSA’nin %10-30 kadari iPSA, BPSA ve
proPSA’dan olusan sPSA’dir. Prostat hastaliklarinin benign-malign ayiriminda
ginimizde en c¢ok kullanilan PSA tlirevi s/T PSA oranidir ve bu oranin
azalmasi malign hastalik lehine yorumlanmaktadir. Prostat kanserli olgularda,
kanserli hucreler daha fazla oranda ACT salgilayip PSA'nin daha yuksek
oranlarda bagli olmasina neden oldugundan, sPSA’'nin daha distk oldugu
disiinilmektedir®®.

s/T PSA orani, T-PSA 2.6-10 ng/mL arasinda olan hastalar ve ilk biyopsi
sonucu negatif olanlarda re-biyopsi karari alinmasinda da kullanilabilir.
Klinisyenin prostat kanseri tanisinda, duyarllik veya 06zgullik konusunda
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tercihine gore %14-25 arasi esik degerler kullaniimaktadir. Calismalarda, T-
PSA degeri 4-10 ng/mL arahdinda iken, s/T PSA igin %25’lik kestirim deger
alindiginda kanserli olgularin %95’inin tespit edildigi, %20 kadar gereksiz
biyopsinin de engellendigi gérilmiistir® > 8,

Bununla beraber, yapilan c¢alismalar malign prostat hastaliklarinda
benign hastalara kiyasla s/T PSA oraninin azalmasinin yani sira sPSA'yi
olugturan PSA tlrevleri igerisinde proPSA fraksiyonunun arttigini ve
proPSA/sPSA (%proPSA) oraninin da tarama amaciyla kullanilabilecegini

gostermistir’® >,

Kompleks (Baglh) PSA: Bunlar; a-1 Antikimotripsin Bagli PSA, a-2
Makroglobulin Bagli PSA ve a-1 Proteaz inhibitér Baglh PSA'dir.

a-1 Antikimotripsin Bagh PSA (ACT-PSA): PSA’nin dnemli bir kismi serumda
ACT’ye bagli olarak bulunur ve kompleks PSA olarak adlandirilir. Kanserli
olgularda daha fazla ACT salgilandigini ve T-PSA degerleri 4-20 ng/mL arasi
olan hastalarda kanser tanisi koymada cPSA’nin tanisal performansinin T-
PSA’'dan daha iyi oldugunu gdésteren calismalar mevcuttur. cPSA duzeylerinin
gunlik degisimlerden ve prostatin manipllasyonlarindan daha az etkilenmesi
gibi avantajlari yaninda hentz referans degerlerinin tam olarak belirlenememis

olmasi nedeniyle rutinde kullanilamamaktadir® "8,

a-2 Makroglobulin Bagh PSA (A2M-PSA): A2M, PSA’y1 tamamen sararak tim
epitoplarini bloke eder ve konvansiyonel yontemler kullanilarak élglilemez. Son
zamanlarda A2M denaturasyonu gerektiren yeni yontemlerle duzeyi

dlclilebilmektedir®.

a-1 Proteaz inhibitor Baglhi PSA (API-PSA): Yakin zamanda, sPSA ve ACT-
PSA ile capraz reaksiyon vermeyen ve sadece API-PSA’yl dlgen yontemler
gelistiriimigtir. Serumda c¢ok az dlzeylerde bulunan API-PSA’nin prostat
kanserlilerde dustigu son calismalarda gosteriimis ve API-PSA’'nin gelecekte
diger PSA tlrevlerine yardimci bir belirteg olarak kullanilabilecegdini
distindirmustir®,
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PSA ve turevlerinin klinik kullanima girmesiyle, erken donemde kanser
tanisi koymak mumkun oldug@u igin, lokalize prostat kanseri insidansi giderek
artmigtir. Diger yandan, Ozellikle BPH-prostat kanserli olgularin ¢akistigr ve gri
zon olarak adlandinlan PSA'nin 2-10 ng/mL oldugu degerlerde, biyopsi
yapillmasi, sonrasinda tedavi uygulanmasi yuk olusturmaktadir. Bu nedenle,
prostat kanseri erken tanisinda, girisimsel islem yapilmadan elde edilebilecek,

duyarhlik ve 6zgullugu daha yuksek belirteglere ihtiyag duyulmaktadir.

f. Molekller Tani: Prostat kanseri tanisinda P53, retinoblastom geni,
onkogenler (c-myc, ras, cerb B-2), blyume faktorleri ve sitokinler (transforming
growth faktor-a ve [) gibi onkogenez ile iligkili parametreler molekuler
yontemlerle calisilmis ancak bu c¢alismalar yaygin Klinik kullanim alani
bulamamistir. Son yillarda kesfedilen bir diger molekul ise miRNA’lardir. Hedef
mRNA’lari ile etkileserek hlcre dongusunin dudzenlenmesinde etkili olan
miRNA’larin  bazilarinin  kanserle iligkili gen bdlgelerinde bulundugunun
anlasilmasi sonrasi, farkli kanser tirlerinde ¢alismalar yapiimistir. Ekspresyon
seviyelerindeki degdisimler incelendiginde ¢odu kanser tarindn olusumu ve

ilerlemesi ile yakindan iliskili molekdiller olduklar belirlenmistir® 798,

mikroRNA

Genomun sadece %2’den az kisminin proteine cevrildigi ve transkribe
olan ribonukleik asitlerin (RNA) ise en azindan yarisinin proteine
translasyonunun olmadigi bilinmektedir. Klasik olarak bilinen mRNA, tasiyici
RNA (tRNA), ribozomal RNA (rRNA) molekiillerinin disinda son yillarda 6zellikle
birgok biyolojik surecte etkili miRNA, kiguk interfere edici RNA (small interfering
RNA; siRNA) ve piwi-etkilesimli RNA (piwi-interacting RNA; piRNA) gibi farkli

84, 85

RNA molekulleri kesfedilmistir

a. mikroRNA’nin Kesfi
Napoli ve Stuitje’'nin, genetik transformasyon c¢alismalarinda, petunya
Uzerindeki arastirmalar esnasinda fark ettikleri, ancak yillar sonra Jorgensen ve
arkadaglarinin tanimladiklari “gen sessizlestirimesi” miRNA kesfi esnasinda
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atilan en onemli adimlardandir. Calismalar sirasinda, aktarilan transgenin
sadece kendi kendisini degil, ayni zamanda endojenik genin ekspresyonunu da
etkiledigi gorulmus ve hem endojenik hem de transgenik mRNA’nin kaybini
tanimlamak igin co-supresyon terimi kullaniimistir®®°,

ilk olarak Ambros ve arkadaglari tarafindan, 1993 yilinda, bir nematod
olan Ceanorhabditis elegans’in genetik ¢calismasi esnasinda, lin-4 adi verilen ve
proteine cevrilmeyen, 22 nukleotid uzunlugunda kuguk bir RNA bulunmus,
ancak isimlendiriimemistir. Sonrasinda, 1998 yilinda Craig C. Mello ve Andrew
Z. Fire, C. elegans’ta ¢ift zincirli RNA'nin (double-stranded RNA; dsRNA), gen
ekspresyonunu spesifik ve selektif olarak inhibe ettigini ilk defa deneysel olarak
goOstermiglerdir. Buna gore; bir hedef genin transkriptinin, sekans spesifik (diziye
6zgu) bir iligki temelinde, dsRNA ile durdurulmasi olayi, RNA interferansi (RNAi)
olarak tanimlanmistir. RNAI, istenmeyen yabanci genlerin (eksternal RNA’lar ve
viral genler, transpozonlar gibi molekuler parazitler) ortadan kaldiriimasi ve ayni
zamanda gen ekspresyonunun posttranskripsiyonel regulasyonunda hulicrede
kullanilan bir mekanizmadir'? %92,

b. Tanim

miRNA’lar; 21-23 nukleotid uzunlugunda, endojen, proteine yazilimi
olmayan tek zincirli RNA’lardir. mMRNA’da 3’ ucu yazilima ugramayan bolgeye
(3’-untranslated region; 3’-UTR) baglanarak mRNA'nin yikimini tetikler veya
translasyonunu baskilayarak gen ekspresyonunu diizenleyici rol oynarlar**™3,
GUnumuze kadar 1000’den fazla miRNA tanimlanmistir. (1600 prekursoér, 2042

matir miRNA) (www.miRBase.org Erisim tarihi:11.05.2013)

c. mikroRNA’lar Nerede Kodlanir:
miRNA’larin  baylk ¢ogunlugu (%61) protein kodlayan genlerin
intronlarinda, daha az bir kismi ise genlerin eksonlarinda veya intergenik
bolgelerde bulunmaktadir'® %2,
Protein kodlanan genlerin intron ve eksonlarinda yerlesik miRNA genleri,
ayni promotor araciliiyla prekirsér mRNA (pre-mRNA) ile birlikte transkribe
olmaktadir. mRNA ile korele dokuya 0zgi miRNA ekspresyon profilinin

gorulmesi, bu miRNA'larin pre-mRNA ile birlikte transkribe olmasindan
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%9 " Intergenik bolgelerde vyerlesik mMIRNA genlerinin

95, 97, 98

kaynaklanmaktadir
transkripsiyonu ise kendi promotorlari tarafindan dizenlenir

MiRNA genlerinin %50’sinden fazlasi kanser ile iliskilendiriimis gen
bolgelerinde veya metafaz esnasinda replikasyon stresinin neden oldugu,
kromozomda bosluk ya da kiriklarin géraldagu spesifik genomik bdlgeler olarak
tanimlanan kirilgan bolgelerde bulunur. Bu durum miRNA’larin neoplazi

patogenezinde dnemli rolleri olduguna isaret etmektedir'®.

d. mikroRNA Biyogenezi:

Hucre dongusu ve buyume Uzerinde duzenleyici etkileri olan kuguk,
protein kodlamayan RNA turd olan miRNA’larin RNA polimeraz Il (pol 1)
tarafindan sentezlenmektedir. Ancak son yillarda yapilan c¢alismalar ile birgok
farkli miRNA lokusunda RNA polimeraz Il (pol Ill) ile iligkili tekrar dizilerinin
gosteriimesi pol II'in de miRNA transkripsiyonunda o6nemli oldugunu
distndirmistar®® .

miRNA’lar, intergenik bolgelerde bulunan miRNA genlerinden, pol Il veya
pol Il tarafindan iki ucunda tek zincirli RNA uzantilari olan buiyUk bir sap-ilmik
yapisinda primer miRNA (pri-miRNA) olarak transkribe edilir'®® ' 2 Bynun
aksine, bir protein kodlayan genin intronu igcinde yer alan miRNA geni ise pre-
mMmRNA’nin bir pargasi olarak pol Il tarafindan transkribe edilmektedir. Ancak
sonraki asamanin preklrsér miRNA'ya (pre-miRNA) mi pri-miRNA’'ya mi
cevrilerek devam edecegi net degildir. Pre-miRNA haline gelince olgunlasma
icin niikleustan Eksportin-5 ile sitoplazmaya gegcisi olmaktadir®.

1 kilobazdan daha buyuk transkriptler halinde sentezlenip 7-metil guanilat
kep ve poli A kuyrugu eklenen pri-miRNA’lar, sac tokasi (hairpin) seklinde ikincil
yapilar ve en son ~22 niikleotidlik olgun miRNA verecek sekilde islenirler*'* 113,

Pri-miRNA transkriptleri, olgun ve islevsel miRNA haline iki adiml bir
surecten gecerek ulasirlar (Sekil 3).

ilk adim niikleusta, bir riboniikleaz Il (RNaz Ill) endoniikleaz olan Drosha
ve bir cift iplikgikli RNA baglayici protein (double-stranded RNA binding protein;
dsRBP) olan Di George syndrome critical region gene 8’den (DGCR8) olusan
Mikroislemci kompleks tarafindan gergeklestirilir. Bu kompleks, sag¢ tokasi
seklindeki pri-miRNA’y1 kok kismindan asimetrik keserek 60-70 nukleotidlik, 5’
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ucunda fosfat ve 3' ucunda 2 nukleotidlik gikintisi olan sap-ilmik formunda pre-
mMiRNA olusturmaktadir. Olusan pre-miRNA’lar Guanozin trifosfat (Guanosine
triphosphate; GTP) bagimli Eksportin-5 aracili§i ile sitoplazmaya geger®* 114115,

Nukleusta bulunan bu mikroislemci komplekse benzer yapida bir baska
kompleks ise bir RNaz Ill endonukleaz olan Dicer ve cift zincirli RNA baglayici
bdlge (double stranded RNA binding domain; dsRBD) olan TAR-RNA baglayici
protein (TRBP)’den olusur ve sitoplazmada goérev alir. Bu kompleks ¢ift zincirli
pre-miRNA’y1 substratin sonundan ~22 nukleotid olacak sekilde keserek iki ayri
dizi haline getirir. Birinci dizi olgun miRNA olacak diziyken digeri pre-miRNA’nin
eslenik kolundan tiireyen dizidir (miRNA*)'*°,

mMiRNA* ipligi genellikle degrade olurken bazi dokularda ve 6zel hicresel
kosullarda fonksiyonel miRNA* dizilerinin gosterildigi yayinlar da bulunmaktadir.

Olgun miRNA haline donusecek dizi ise RNA-induklenmis susturma
kompleksi (RNA-induced silencing complex; RISC) olarak adlandirilan bir
efektor kompleksine eklenir. Bu kompleks temel bileseni Argonaute (Ago)

proteini olan niikleaz aktiviteli bir RNA-multiprotein kompleksidir® 1624,
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Sekil 3: mikroRNA biyogenezi.

e. mikroRNA’nin Gorevleri
mMiRNA molekill, RISC-miRNA kompleksini hedef mRNA’ya yonlendirir.
Olgun miRNA’'nin 5’ ucunda 2. ile 8. nukleotidler arasinda tohum (seed region)
olarak isimlendirilen bélge ile hedef mMRNA’nin 3’-UTR bdlgesi etkilesirse tam
uyum olurken diger durumlarda kusurlu baz eslesmesinin oldugu goriimustar.
MIRNA-mRNA arasindaki uyumun seviyesi miRNA'nin hedefini hangi seviyede
ve nasil baskilayacagini belirler. miRNA’larin hedef mRNA Uzerinde baglanma
bolgeleri genellikle 3'-UTR’dedir ancak 5-UTR’yi veya agik okuma gergevesini
(open reading frame; ORF) hedefledikleri durumlarda da gen ekspresyonunu

baskiladiklari gérilmistirt>1%8,
Uyum cok yuksek seviyede ise RISC, hedef mRNA’lari degrade eder.
Poli A kuyrugu ve 5 kep yapilarinin yok edilmesi sonucu kararlihgl azalan
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mRNA’lar hlcresel enzimler tarafindan pargalanir. Uyum daha az ise, hedef
mRNA’dan protein olusumu baskilanir. Bu olayin mekanizmasi tam olarak
belirlenememis olsa da hedef genin mRNA seviyesi artarken, protein
seviyesinin degismedigi, dolayisiyla da baskilamanin translasyonel seviyede
gerceklestigi gosterilmigtir. MiRNA-RISC kompleksinin g¢esitli transkripsiyon
faktorleri ile etkileserek protein translasyonunun baslangic ve uzama
asamalarini engelliyor olmasi muhtemel géziikmektedir'?38,

miRNA’lar, yaklagik 200 hedef mRNA'yi kismi baz eslesmesi ile
dizenleyebilmektedir. Bunu, az sayidaki miRNA’nin mRNA’larin farkli sayida ve
tipteki 3’-UTR’sine baglanma farkliliklar ile saglamaktadir. miRNA’lar bu
sekilde, ¢ok sayidaki biyolojik ve patolojik sinyal yolaklarini, hedef mRNA
fonksiyonlari ve ekspresyonlarini etkileyerek diizenlemektedir'3®144,

miRNA'lar hiucre fonksiyonu ve batinlagund saglamak igin  Kkilit
diizenleyici kiigiik molekiiller olarak kabul edilmektedir. Onemli hiicre kararlarini
dizenleyerek, apoptozis ile organogenez ve gelismedeki hlicre sinyalizasyonu
arasinda degisen biyolojik slreclerden sorumlu tutulmaktadir. Tek bir
mMiRNA’'nin temel hicresel mekanizmalardaki birgok geni dizenledigi gdéz 6ntine
alindiginda, miRNA’larin dogru bir hicre fonksiyonu igin énemli oldugu
gorilmektedir. mMIRNA ekspresyonundaki degisiklikler kanserin hemen hemen
tim tdrleri de dahil olmak Uzere bir ¢ok ciddi hastalia yol acabilmektedir.
Ayrica, miRNA ekspresyon profilleri hastalik durumu ile koreledir, bunun sonucu
olarak tani ve sonraki asamalar icin yeni biyolojik belirte¢ olarak
kullanilabilecegi yoniinde calismalara yon verilmistir*4> 14°,

miRNA’larin genetik nedenli ekspresyon degisikliklerine genellikle
delesyonlar, amplifikasyonlar veya translokasyonlar gibi blyuk o6lgcekli genom
degisiklikleri sebep olmaktadir. miRNA kodlayan dizideki delesyonlar o miRNA
ekspresyonunun azalmasina, bunun sonucunda hedefi olan mMRNA’nin
baskilamadan kurtulmasina, dolayisiyla da mRNA’dan kodlanan proteinin
artmasina sebep olur. Amplifikasyonlar ise miRNA miktarini artirirken hedef
MRNA'nin etkinligini ve urunu olan proteini azaltir. Translokasyonlarda, yer
degistiren deoksiribonlkleik asit (DNA) pargasinin yerlesme yerine gore artirici
veya azaltici yonde etkisi olabilir. Bunlar diginda; miRNA'y1 ya da hedefi olan
mRNA’y1 kodlayan genlerdeki nokta mutasyonuna bagli olugan dizi
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degisiklikleri, miRNA-mRNA uyumunu degistirerek artirici veya azaltici etki
yapabilir. Ayrica, epigenetik degisiklikler ve miRNA'nin kodlandigi genin
promotor etkinligindeki degigiklikler de miRNA'nin ekspresyon duzeyini

etkileyebilmektedir**"*°*,

Kanser ve mikroRNA:

Kanser genetik degisikliklerin yasandigdi bir hastaliktir. Normal hicrelerin
pre-malign lezyondan metastatik kansere kadar farklilasabildigi, cok agsamali bir
strectir*>?.

Bazi miRNA’larin hedef mRNA'larla etkileserek hlcre buyumesi,
farkhlasmasi ve apoptozu duzenlediginin belirlenmesi ve bazilarinin kanserle
iligkili gen bolgelerinde bulundugunun anlasilmasindan sonra kanser gelisimi ile
miRNA’larin degisen ekspresyonlarinin baglantili olabilecegi fikri dogmustur.
MiRNA genlerinin %50’sinden fazlasi frajil alanlar ve kanser ile iligkili genomik
bdlgelerde, ¢odunlugu kimeler halinde bulunmaktadir. Farkli kanser tlrlerinde
yapilan g¢alismalarda, miRNA’larin ekspresyon seviyelerinin normal ve patolojik
dokular arasinda farklik gosterdidi, cogu insan kanseri tirindn olusumu ve
ilerlemesi ile miRNA’larin yakindan iligkili oldugu belirlenmistir. Normal ve
patolojik dokular arasinda miRNA profili farkliliklari tespit edilerek, insan

kanserlerinde etkili olan miRNA’lar ve patolojik rolleri belirlenebilmektedir'® 7983

153, 154-

TUimorlerde  ekspresyonlari  artan  miRNA’lar  onkogenler olarak
siniflandinlabilir ve ‘onkomir’ olarak adlandirilir. Tamoér dokularinda normal
dokulara gore daha fazla eksprese olur ve timér baskilayici genleri, hlcre
farkhlasmasini ve apoptozu kontrol eden gen Urlnlerini hedef alarak onkojenik
islev gosterirler. Onkogen olarak calistigi belirlenmis miR-17-92 grubuna dabhil
olan miRNA’larin lenfogenezi hizlandirdiklari, miR-155 grubuna dahil olan
miRNA’larin ise enflamasyonun dizenlenmesi ve immin cevap olusumunda
onemli rolleri oldugu tespit edilmis, 16semiyi tetikledikleri gdsterilmistir*>>*°,
miR-21’in ise ¢esitli neoplazmlarda PTEN1 ve PDCD4 gibi 6nemli tumor

baskilayici gen driinlerini hedef aldigi belirlenmistir*®®1?,
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Tumor baskilayici olarak adlandirilan miRNA’lar ise, onkogenleri
engelleyerek ve farkhlasmayl saglayan genlerin aktivitesini artirip tumor
olusumunu onlerler. Bu grubun, kanserli hicrelerde ekspresyonlarinin azaldigi
gorulmastir. ik kesfedilen miRNA olan let-7, ayni zamanda tiimér baskilayic
oldugu belirlenen ilk miRNA’lardandir. let-7’nin kanserlerde genellikle delesyona
ugrayan bir kromozomal bodlgede bulunmasi ve gen ifadesinin azalmasinin
onkojenik farklilagsmayi etkilediginin belirlenmesi sonucu tUmaor baskilayici bir
miRNA olarak kabul edilmesine sebep olmustur. Akciger kanserinde azaldiginin
gosterilmesi de bunu dogrulamaktadir. Tumor baskilayici miRNA’lardan miR-
15a ve miR-16-1 ekspresyon seviyelerinin kronik lenfositik I16semi hastalarinda
azaldiginin gosterilmesi, miRNA ve kanserin baglantih oldugu yonundeki ilk
kanitlardandir. miRNA ekspresyon profilleme c¢alismasinda, normal ve
neoplastik meme dokusu arasinda bazi miRNA'larin ekspresyon duzeylerinde
azalma gozlenmigtir'>* 163166

Normal ve malign dokularda miRNA’larin ekspresyon profillerinde farkllik
gorilmesi, miRNA’larin tumoér tani, prognoz ve evrelemesi ile iligkili belirteg
olarak tanimlanmasi yonundeki calismalara neden olmustur. Bazi kanser
trleriyle iligkili olan miRNA’larin ekspresyon profillemesi ile timorin
diferansiasyon asamasi, koken aldigi doku tanimlanabilmekte ve bu yolla
timoran  siniflandinimasi  yapilabilmektedir. Ozellikle erken tani agisindan

potansiyel araclar olabilece§i lizerinde durulan galismalar géze carpmaktadir **
17, 83, 167-171

Prostat Kanseri ve mikroRNA

Bircok kanserde miRNA ekspresyon duzeylerine bakildigi gibi, prostat
kanserinde de mIiRNA ekspresyonunu arastiran calismalar olmustur. Bu
calismalarda, prostat kanserinde gelisim, invazyon ve metastaz esnasinda bazi
miRNA’larin anormal eksprese oldugu ve degismis ekspresyonlarinin tani,
prognoz ve kanserin siniflandirmasinda biyobelirte¢ olarak yararli olabilecegi
gosterilmistir®*2°,

MiRNA-prostat kanseri iligkisini arasgtiran ¢alismalarda ilk olarak cerrahi
sonrasi elde edilen kanserli prostat dokulari ile normal dokularin miRNA
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ekspresyon duzeyleri karsilagtirnimistir. miRNA’larin kiguk molekuler yapilari ve
RISC’e baglanmalari sayesinde korunarak dolasima c¢ikip stabil kalabildikleri
kesfedildikten sonra dolagimdaki miRNA ekspresyon duzeylerini arastiran
calismalar artmigtir?® 2% 26 172-176

Yine miRNA-prostat kanseri iligkisini arastiran c¢alismalarda BPH’l
olgular ile prostat kanserli olgular, organa sinirli prostat kanserli hastalar ile
perindral invazyonlu olgular, BPH'li olgular ile hormona direngli prostat kanserli
olgular, saglikh olgular ile prostat kanserli farkli evrelerdeki olgular gibi ¢ok farkl

calisma gruplarinda miRNA ekspresyon profilleri karsilastirilmigtir® 26 172 174

175.

Bu calismalarda c¢ok farkli sayillardan olusan c¢alisma gruplarina
rastlanmasina ragmen serum ve plazmada miRNA ekspresyon profillerinin
calisilabilmesi ile ¢alisma gruplarinin daha da genislemesi muamkin olmustur.
Bununla birlikte bu profilleme ¢alismalarinda ekspresyonuna bakilabilen miRNA
sayisi ve galisma grubunun genigligi, kullanilan yontemin kolay uygulanabilirlik
dizeyi ile iliskili olarak farkhlik gostermektedir. Tium bu calismalarda cesitli
prostat kanserli gruplarda ekspresyonu artan veya azalan birgok miRNA
goOsterilmesine ragmen c¢alismalar arasinda ekspresyon profilleri agisindan
celiskili sonuclar da bulunmaktadr®® 2> 26 142, 172-177

Biz bu ¢alismamizda daha dnceki arastirmalarda ekspresyon degisimleri
acisindan ortak fikir olusturmus 59 farkli miRNA’y1 hedefledik. Bunlardan let-7a-
3p, let-7a-5p, let-7b-3p, let-7b-5p, let-7¢c, miR-15a-3p, miR-15a-5p, miR-16-5p,
mMiR-16-1-3p, miR-17-5p, miR-23a-3p, MiR-23b-3p, MiR-23b-5p, MiR-100-3p,
miR-100-5p, miR-125a-3p, miR-125a-5p, mMiR-125b-5p, MiR-125b-2-3p, mMiR-
125b-1-3p, miR-143-3p, mMiR-143-5p, miR-145-3p, miR-145-5p, miR-146a-3p,
miR-146a-5p, MiR-146b-3p, MiR-146b-5p, miR-203a, miR-449a, miR-449b-5p
tumor supresor etkili miRNA'lar arasinda sayilirken; miR-21-3p, miR-21-5p,
miR-22-3p, miR-22-5p, miR-25-3p, miR-25-5p, miR-26a-1-3p, miR-26a-2-3p,
miR-32-3p, mMiR-32-5p, miR-93-3p, mMiR-93-5p, mMiR-135b-3p, mMIiR-135b-5p,
miR-141-3p, miR-141-5p, miR-181a-5p, miR-181a-2-3p, miR-181c-3p, mMIiR-
181c-5p, miR-194-3p, MiR-194-5p, miR-196a-3p, MiR-198, miR-205-5p, miR-
221-3p, miR-221-5p, miR-370 ise onkomir etkili miRNA’lar arasinda
26,168, 173, 176, 178-200.

gOsterilmektedir
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Calismamizi, invaziv elde edilmeleri gereken ve daha zor galisma
basamaklari olan doku 6rnekleri yerine ek invaziv girisim gerektirmeden sadece
PSA analizi i¢in alinan kan orneklerinden elde edilen plazma 6rneklerinden
yaptik. miRNA ekspresyonlarini, birgok farkli miRNA ekspresyonunu birgok
ornekte ayni dongu iginde calisma imkani veren BioMark cihazinda kantitatif
ters transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (quantitative reverse transcription
polymerase chain reaction; qRT-PCR) yontemi ile ¢alistik.

Calismamizda biyopsi raporlari sonuglarina goére benign prostat hastaligi
ve prostat kanseri oldugu gosterilmis gruplar arasinda bu 59 farkli miRNA'nin
ekspresyon profillerini karsilastirmayi, bu gruplarin ayirirminin zor oldugu
PSA’'nin 2-10 ng/mL olarak bulundugu “gri zon”da taniya yardimci olabilecek ve
tumor belirteci olarak kullanabileceklerimizi bulmayr amagladik. Calismamizda
gri zondaki PSA degerlerine sahip benign prostat hastaliyi olan ve prostat
kanserli hastalarin ayirrminda T PSA, s/T PSA orani, miRNA ekspresyon
dizeylerinin her birinin ayri ayri ve birlikte kullanildiklarinda tanisal guglerini
analiz etmeyi, invaziv girisim olmadan prostat kanseri erken tanisinda
kullanilabilecek 6zgullik ve duyarhligi daha yuksek bir biyobelirteg

kombinasyonu olusturmayi planladik.
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GEREG VE YONTEMLER

GCalisma Grubu ve Ornek Almi: Mersin Universitesi Saglik Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Uroloji poliklinigine bagvuran, prostat biyopsisi yapilmig
hastalardan PSA degeri 2-10 ng/mL araliginda olan patoloji sonucu benign
(atrofi, akut-kronik inflamasyon, bazal hicre hiperplazisi, noduller hiperplazi,
benign prostat dokusu) olarak degerlendirilen yaslari 47 ve 83 arasinda degisen
44 hasta kontrol grubunu, patoloji sonucu malign olarak degerlendirilen yaslari
48 ve 82 arasinda degisen 37 prostat kanserli hasta hasta-1 grubunu, ayrica
PSA degeri >10 ng/mL olan ve biyopsi sonucu malign olarak degerlendirilen
yaslari 53 ve 81 arasinda degisen 13 prostat kanserli hasta ise hasta-2 grubunu
olusturacak sekilde galismaya dahil edildi.

18 yas alti olan, kronik sistemik hastaligi bulunan ve bagka bir kanser
tanisi almis olan hastalar ise ¢calismadan diglandi.

Calisma Mersin Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulun 22.12.2011
tarihli ve 2011/119 sayili kararinca onaylandi ve ¢alismaya katilan tim bireyler
c¢alisma hakkinda bilgilendirilerek yazili onamlari alindi.

Calismaya katilan hasta ve kontrol gruplarina ait yas, boy, kilo, sigara ve
alkol kullanimi, ek bir kronik hastalik varhigi, aile dykusu ve ilag kullanimi ile ilgili
bilgiler kaydedildi.

Kontrol ve hasta grubundaki hastalarin biyokimya tlplerine alinan tam
kanlari 4000 rpm hizda 10 dakika santrifiij edilerek serumlari elde edildi. Advia
Centaur XP (Siemens Healthcare Diagnostics Inc, Tarrytown, NY, 10591-5097,
USA) hormon otoanalizériinde direkt kemiluminometrik sandvi¢ immunoassay
yontemi ile serum sPSA ve T-PSA dlzeyleri dl¢ildi. miRNA analizi icin ise

EDTA'lI tuplere tam kan ornekleri alind1.

islemlerde Ortak Kullanilan Sarf Malzemeler:
Pipet ucu 1-10 yL (Katalog No: DFL10, Gilson)
Pipet ucu 2-30 L (Katalog No: DF30, Gilson)
Pipet ucu 10-100 pL (Katalog No: DF100, Gilson)

34



Pipet ucu 20-200 pL (Katalog No: DF200, Gilson)

Pipet ucu 100-1000 pL (Katalog No: DF1000, Gilson)

0.2 mL Thermo-Strip (8’li strip tup, Thermo Scientific, UK)

2 mL’lik mikrosantrifuj tupu (DNaz, RNazsiz)

96 Well PCR Plate (Katalog No: 1402-9400, USA Scientific)
PCR Plate Film (Katalog No: 2921-7800, USA Scientific)

islemlerde Ortak Kullanilan Cihazlar:

8 kanall pipet 1-20 pL (Gilson)

8 kanalli pipet 20-200 pL (Gilson)

Pipet 2-20 pL (Gilson)

Pipet 10-100 pL (Gilson)

Pipet 20-200 pL (Gilson)

Pipet 100-1000 pL (Gilson)

Santrifiij (Nive NF 800, Niive Sanayi Malzemeleri imalat Ve Ticaret AS,
Ankara, Turkiye)

Santrifij (Sigma 1-15 Microfuge, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Postfach
1713, Germany)

Santrifdj (Sigma 1-14 Microfuge, SN: 141318, Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Postfach 1713, Germany)

Derin dondurucu (-80 °C, Lab -85 °C, Elcold)

Derin dondurucu (-20 °C, Ugur Sogutma Makinalari San. Ve Tic. A.S.)
Buzdolabi (+ 4 °C, Electrolux)

Plate Karistiricisi (PKT Smart Mixer, Multi Shaker, JSH-03, SN: JMC-JSH03-
1005, PhileKorea, Korea )

Plate santrifiju (PKT Mini Multi-well plate centrifuge, JCW48, SN: PKT-JCW48-
1057, PhileKorea, Korea )

Termal cycler (Gene-Pro Thermal Cycler, B384G, SN: BYQ606002E-060,

Korea)
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Her bir hastadan alinan orneklerle su basamaklardan olusan

islemler sonunda 59 farkli miRNA’nin ekspresyon analizi yapildi:

[ 1-EDTA’ll tupe alinan tam kandan plazma eldesi 1
[ 2-Plazmadan total RNA izolasyonu ]
l 7\

[ 3-Total RNA’lardan cDNA eldesi
l J
<

[ 4- miRNA pre-amplifikasyonu
[ 5- Dynamic array ile miRNA amplifikasyonu }
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1-EDTA’h Tupe Alinan Tam Kandan Plazma Eldesi

Kullanilan Sarflar:
1- 5 mililitrelik (mL) %7.5 EDTA’I tip (BD, Vacutainer, Ingiltere)

Plazma eldesi:

1. Hasta ve kontrol gruplarindan kan ornekleri 5 mL’lik %7.5 etilendiamin

tetraasetik asit (EDTA) iceren tuplere alindi. Oda sicakliginda 2 saat

icinde plazmalari ayrildi.

2. Tupler 4000 devirde (Revolution per minute; rpm) 15 dakika santrifij

edildi.

3. Sarsilmadan dikkatlice plazmanin en Ust kismindan 200 mikrolitrelik (uL)

pipetlerle 5 kez toplam 1000 pL olacak sekilde temiz bir DNaz, RNazsiz

mikrosantriflj tipu igerisine toplandi.

4. Bu d6rnek 13000 rpm’'de 5 dakika santriflij edildi ve plazmanin en Ust

kismindan 200 uL’lik kisim DNaz, RNazsiz filtreli pipet uclari kullanilarak,

alttaki hicresel kisim rahatsiz edilmeden temiz bir mikrosantrifij tipine

konuldu, bagka temiz bir mikrosantriflj tipu igin islem tekrarlandi (200

ML'lik 2 6rnek).
5. Mikrosantrif(j tipleri hastaya ait bilgileri icerecek sekilde etiketlendi.

Bu sekilde ayrilan plazma érnekleri -80°C’lik derin dondurucuda saklandi.
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2-Plazmadan Total RNA izolasyonu

Kullanilan Sarflar:

1-

High Pure miRNA Isolation Kit (Katalog no:05 080 576 001, Roche
Diagnostics, Manheim, Germany).

e lgerigi; Binding Buffer (80 mL), Binding Enhancer (20 mL), Wash
Buffer (2x10 mL; her iki yilkama tamponuna 40 mL etanol eklenir),
Elution Buffer (30 mL), High Pure Filter TUp (2x50), toplama tupleri
(2x50).

Total RNA izolasyonu:

1.

Plazma drnekleri en az 5 kez yavasca alt-Ust edilerek karistirildi ve 150
ML’lik kisim temiz mikrosantrifij tpune alindi.

Orneklerin tzerine 312 yL Binding Buffer ve 200 pL Binding Enhancer
eklendi ve karistirildi.

Karistirilan érnekler filtreli tip+toplama kabina aktarildi. 13000 rpm’de 1
dakika sanrifij edildi ve toplama kaplari atild1.

Temiz toplama kaplarina alinan filtreli tiplere 500 yL Wash Buffer
eklendi. 13000 rpm’de 30 saniye sanriflj edildi ve toplama kaplari atildi.
Temiz toplama kaplarina alinan filtreli tiplere 300 pyL Wash Buffer
eklendi. 13000 rpm’de 6nce 30 saniye, sonra 1 dakika sanriflij edildi ve
toplama kaplari atildi.

Filtreli tpler temiz mikrosantrifiij tiplerine alindi ve 50 uL Elution Buffer
eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkibe edilen érnekler 13000 rpm’de
1 dakika sanrifuj edildi.

Elde edilen total RNA 96’lik plate’e dagitilarak plate filmi ile sikica
kapatildi, -80°C’lik derin dondurucuda saklandi.
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3-Total RNA’lardan cDNA Eldesi

Komplementer DNA (cDNA) Eldesi igin Kullanilan Sarflar:

1-

2-

MegaPlex RT Primers Human, Pool A v2.1 (PN 4444750, 4366596,
Applied Biosystems)

MegaPlex RT Primers Human Pool B v3.0 (PN 4444750, 4366596,
Applied Biosystems)

MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/uL) (PN 4444750, 4366596,
Applied Biosystems)

dNTP Mix with dTTP (100 mM) (PN 4444750, 4366596, Applied
Biosystems)

10x RT Buffer (PN 4444750, 4366596, Applied Biosystems)

RNaz Inhibitér (20 U/ uL) (PN 4444750, 4366596, Applied Biosystems)
DNaz, RNazsiz su (PN 4444750, 4366596, Applied Biosystems)

MgCl, (25 mM) (PN 4444750, 4366596, Applied Biosystems)

cDNA Protokold:

1.
2.

RNA o6rnekleri -80°C’den ¢ikarilip erimeye birakildi.
Cozulen ornekler 30 saniye santrifij edildi ve Tablo 2’deki cDNA igin

reaktif karisimi hazirlanana dek soduk blok tzerinde bekletildi.

Tablo 2: cDNA icin reaktif karisimi hazirlanmasi.

MegaPlex RT Primers (10X) A veya B * 60.00 pL
dNTPs with dTTP 15.30 yL
MultiScribe Reverse Transcriptase 115.00 uL
10X RT Buffer 61.30 pL
MgCl, 69.00 L
RNaz inhibitérii 7.60 L
DNaz, RNazsiz su 23.80 uL

Toplam | 345.00 pL
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Bir adet temiz 8'li strip tup alinarak her bir kuyusuna yukaridaki
karigimdan 42 pL pipetlendi.

8 kanalli pipet ile temiz bir 96 kuyuluk PCR plate’in her bir kuyucuguna 3
WL reaktif karigimindan pipetlendi.

RNA o6rneklerinin bulundugu 96 kuyuluk plate’ten 8 kanalli pipet ile 2 uL
alinarak cDNA igin hazirlanan reaktif karigimi Uzerine pipetlendi.

Plate, yapigkan film ile iyice kapatildi ve 3 dakika 3000 rpm’de karistirici
ile karnigtirildiktan sonra 1 dakika 2500 rpm’de santrifuj edildi.

Daha sonra 5 dakika buz Uzerinde inkuibasyona birakildi.

mMiRNA TagMan cDNA Termal Protokolu Tablo 3'de verilen sekilde Ustten

Isitma 6zelligi olan bir thermal cycler’da ¢aligtirildi.

*Yukaridaki protokol primer pool A ve B’nin her ikisi i¢in ayri ayri uygulandi.

Tablo

3: cDNA termal program protokolu.

16°C 120 sn.

42°C 60 sn. 40 dongu
50°C 1 sn.

85°C 300 sn.

4°C ©
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4- mikroRNA Pre-amplifikasyonu

Pre-amplikasyon Eldesi igin Kullanilan Sarflar:

DNA Suspension Buffer (Katalog No: T0223, Teknova)

TagMan PreAmp Master Mix, 2X (PN 4444750, 4391128, Applied
Biosystems)

MegaPlex PreAmp Primers (10X), Human Pool A v2.1 (PN 4444750,
4391128, Applied Biosystems)

MegaPlex PreAmp Primers (10X), Human Pool B v3.0 (PN 4444750,
4391128, Applied Biosystems)

Pre-amplifikasyon Protokolu:

1.

2.

Thermal cycler’dan gikarilan cDNA plate’i 30 saniye 2500 rpm’de santrifij
edildi.

8 kanalli pipet 2 yL’ye ayarlanarak cDNA ornekleri temiz bir 96 kuyuluk
plate’e aktarildi. Uzerine 8 yL DNA Suspension Buffer eklenip Uzeri
yapistirici film ile kapatilarak karistiricida karigmasi saglandi.

PCR karigimi 96 érnek icin (94 cDNA 6rnegi + 1 pozitif kontrol + 1 negatif
kontrol) Tablo 4’te verilen reaktifler ile hazirlandi (Rakamlara 61U hacimler
dahil edilmistir).

Tablo 4: PCR karisimi hazirlanmasi.

TagMan PreAmp Master Mix (2x) 287.50 pL
MegaPlex PreAmp Primers (10X) A veya B * 57.50 pL
Toplam 345.00 pL

4. Bir adet temiz 8'li strip tup alinarak hazirlanan karigsimdan strip tuptn her

bir kuyusuna 42 uL pipetlendi.

5. 8 kanalli pipet yardimi ile 8'li strip tiUpe dagitilmis karisim, temiz bir 96

kuyuluk plate’in her bir kuyucuguna 3 pL pipetlendi.

6. 8 kanall pipet 2 pl’ye ayarlanarak sulandiriimis cDNA ornekleri,

hazirlanan PCR karisimi Uzerine pipetlendi.
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7. Plate, yapigkan film ile iyice kapatildi ve plate karistiricisinda 3 dakika
3000 rpm’de karigtinidi. Ardindan 1 dakika 2500 rpm’de santrifuj edildi.

8. Daha sonra 5 dakika buz Uzerinde inkibasyona birakildi.

9. miRNA TagMan PreAmp Termal Protokolu Tablo 5’'de verilen gekilde
thermal cycler’da galigtirildi.

Tablo 5: Pre-amplifikasyon termal program protokolu.

95°C 600 sn.
55°C 120 sn.
72°C 120 sn.
95°C 15 sn
60°C 240 sn. } 18 dongu
99.9°C 600 sn.
4°C 00

Pre-amplifikasyon sonunda 8 kanalli pipet ile 2 pL pre-amplifiye edilmis
cDNA &rnekleri temiz bir 96 kuyuluk plate’e aktarildi. Uzerine 18 pL DNA
Suspension Buffer eklenerek 1:10 oraninda sulandirildi.

* Bu protokol Pool A ve B preamplifikasyon primerleri igin ayri ayri pre-

amplifiye cDNA A ve B olacak sekilde hazirlandi.

42



5- Dynamic Array ile mikroRNA Amplifikasyonu

Kullanilan Sarflar:
1- Dynamic Array 96.96 (Katalog No: BMK-M-96.96, Fluidigm)
2- Sample&Assay Loading Kit (Katalog No: 85000802, Fluidigm)
3- TagMan Universal PCR Master Mix (No AmpErase UNG)
4- GE Sample Loading Reagent (Fluidigm, PN 85000746)

Kullanilan Cihazlar:
1- Yuksek Kapasiteli RT-PCR Sistemi (Katalog No: BMK-PKG-MH, S/N
185, Fluidigm, Biomark, USA)
2- IFC Controller (HX-10273, Fluidigm, Biomark, USA)

Dynamic Array 96.96’nin Hazirlanmasi:

Bir adet Dynamic Array 96.96 alinip ust ve alt kisimlarinda bulunan
kiguk hucrelere enjektorler igerisindeki kontrol sivilari enjekte edildi (her
hicreye 1 enjektdr). Dynamic Array 96.96, IFC Controller'a yerlestirilerek
PRIME islemi baslatildi. 20 dakikalik bu islem sirasinda asagidaki hazirlk
yapildi.

Ornek ve PCR Karisiminin Hazirlanmast:

1. Tablo 6’daki karisim 96 6rnek icin 61U hacim dahil edilerek hazirlandi.

Tablo 6: Ornekler icin PCR karisiminin hazirlanmasi.

TagMan Universal PCR Master Mix 490.00 uL
GE Sample Loading Reagent 49.00 uL
Toplam | 539.00 yL

2. Temiz bir 8li strip tip alindi, her bir kuyucuguna 65 pL yukaridaki
karigimdan pipetlendi.

3. Temiz bir 96 kuyuluk plate alindi ve strip tupteki karisimdan 3.85 yL her

bir kuyucuga pipetlendi. Daha sonra 8 kanalll pipet ile 3.15 pL
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4.

sulandiriimis pre-amplifiye cDNA oOrneklerinden alinarak karisim Gzerine
pipetlendi, Uzeri film ile iyice kapatilip karigtiricida 3000 rpom’de 3 dakika
homojen gekilde karigmasi saglandi. Sonrasinda 1 dakika 2500 rpm’de
santrifuj edildi.

Pre-amplifiye cDNA orneklerini igeren bu karisgimin bulundugu her bir
kuyucuktan 5 pL alinarak dikkatlice Dynamic Array 96.96’da SAMPLE

isaretli bolime pipetlendi.

ASSAY Karigiminin Hazirlanmasi:

1.

2.

3.

Calismaya baslamadan 6nce A ve B Assay plate’leri, 30 yL DNaz,
RNazsiz su ve Assay Loading Reagent ile 1.1 oraninda ¢dzuldu.

Gozulen assay’lerden 4.5 yL alinarak Dynamic Array 96.96'da ASSAY
seklinde isaretli bolume pipetlendikten sonra kalan assay plate’i -20°C’ye
kaldinidi.

Dynamic Array 96.96, IFC Controllera konularak LOAD programi
calistirildi.

Analiz islemi:

1.

Load ve Mix islemi bitince BioMark Data Collection Software’de “Start’a,
sonra “New Run”a tiklandi. Bu arada BioMark Uzerindeki isiklarin ikisinin
de yesil olmasina dikkat edildi (Lambanin agilmis ve hazir oldugunu
gOsterir). Dynamic Array 96.96 BioMark’a koyuldu ve “Load” ile yukleme
islemi baglatildi.

“Chip Run File” ekraninda “This is a new chip run”a tiklandi. Dosyayi
nereye kaydedecedimiz ve dosyanin isminin ne olacagi secildi ve “Next”
ile devam edildi.

“Application, Reference and Probes” ekraninda “Application” béliminde
“Gene Expression”, “Passive Reference” boliminde “ROX” ve “Assay”
béliminde ise “Single Probe” tiklandi ve asagida acilan kisimdan “FAM
— MGB?” secildi ve “Next” tikland.

Protokol olarak “GE 96.96 Standart V1 Thermal Protocol’a segildi ve
“‘Auto Exposure”un segili oldugundan emin olundu, “Next” ile devam
edildi.
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5. “Start Run” secilerek ¢alisma baglatildi.

gRT-PCR yontemi ile Biomark Real Time-PCR cihazinda, patolojik verilere
gore gruplanan 94 hastanin plazmalarindan elde edilen érneklerinde 59 farkli
miRNA ekspresyonu tek déngiide galisildi. Ornek kazanimi sirasinda olusan
deneysel hatalarin normallestirimesine yonelik olarak plazmada standardize
edilen bir housekeeping miRNA geni olmadigi igin ¢alisma igi global ekspresyon

2888t denklemi

analiz ortalamasi baz alinarak degerlendirme yapildi.
kullanilarak gruplar arasi ekspresyon farklari kat degigikligi olarak belirtildi.
Sonrasinda miRNA’larin ekspresyonlari ile T-PSA ve s/T PSA oraninin tek
basina ya da birlikte kullanilinca elde edilecek tanisal guciniu degerlendirmek
icin istatistiksel analizi yapildi. Gruplar arasi karsilastirmalar yapilarak bening-

malign ayiriminda hangisi ya da hangilerinin daha guglu oldugu degerlendirildi.

mikroRNA Ekspresyonunun istatistiksel Analizi: miRNA’larin ekspresyon
egrilerinde esik degerin asilip artisin gértlmeye baslandigi ilk nokta belirlendi.
Kacginci donglde artisin bagladigi o miRNA'nin ekspresyon baslangi¢ degerine
karsilik gelmektedir ve Dongu zamani (Cycle time; Ct) olarak tanimlanmaktadir.
Her bir miRNA, miktari ile ters orantili sekilde bir Ct’de pik vermektedir, ¢ok olan
daha erken bir Ct degerinde gorulebilir esik degeri asacaktir.

mMiRNA ekspresyon verilerinin karsilagtirimasi deneysel yaklasimimiza
gore rolatif kantifikasyon ile kargilastirma yaklasimidir. Veriler gruplar arasi gen
ekspresyonu seviyesindeki kat olarak artig/azalis (fold change) seklinde ifade
edilmistir.

istatistik analizde gruplari karsilastirmak icin kullanilan Mann-Whitney
testi, ortalamalarda istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadigina karar
vermek i¢in dagilimlari da incelemektedir. Verilerin analizinde kullanilan Mann
Whitney testinde anlamliik diizeyi p<0,05 olarak incelendi. Ortalama
karsilastirma durumlarinda dagilimlari inceleyen testlerde 20 veri puani
onerilmekte ve en az 12 veri puani istenmektedir.

Fluidigm Dynamic Array ile BIoOMARK HD Sistemi'nde yapilan miRNA
ekspresyonu igin Real-time PCR odlglimleri Biogazelle gBasePLUS (Belgium)
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veri analizi yazilimi ile degerlendirildi. Normalizasyon igin miRNA g¢alismalarinda
tercih edilen global ortalama normalizasyonu kullanildi.

Assay'de Olgumu yapilan 6rnek sayisini ifade eden veri puani 12'nin
altina dustigunde testin anlamliligi oldukga hassaslasmakta ve ortalamalardan
ayri olarak testin istatistiksel anlamliligi icin incelenen dagilim buyuk ihtimalle
standart bir egri olusturamayacak kadar az bulunmaktadir. Bu ylzden testin
anlamlihk duzeyini ifade eden p degeri bu gruplarda olduk¢a yuksek olmakta ve
istatistiksel olarak anlamli bir kargilastirma ifade edilememektedir.

Analizler MedCalc ve SPSS 11,5 istatistik programlari kullanilarak

yapildi. Analizlerden ise ROC Curve ve Faktor Analizi kullanildi.
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BULGULAR

Calismaya dahil edilen gruplara ait tanimlayici bilgiler Tablo 7’de verildi.

Tablo 7: Kontrol ve hasta gruplarina ait tanimlayici bilgiler.

Grup Yas ortalamasi | Alkol (+/-) Sigara (+/-) | Prostat Volimii
Kontrol (n:44) 61,8 yil 6/38 13/31 50,4 cc
Hasta-1 (n: 37) | 63,9 yil 4/33 4/33 42,7 cc
Hasta-2 (n:13) 65,5 vl 2/11 2/11 36,7 cc

Hasta-1 ile Kontrol Gruplarinda T-PSA ve s/T PSA Degerlerine Ait
Bulgular: Hasta-1 grubu (37) ile kontrol grubunun (44) T-PSA ve s/T PSA orani
verileri  karsilastinlarak, alici igletim karakteristik (receiver operating
characteristic; ROC) edrileri gizildi (Sekil 4, Sekil 5). Duyarlilik (sensitivite) ve
Ozgulltkleri (spesifite) icin optimum degerler belirlenerek bunlara karsilik gelen

kestirim degerleri (cut-off) secildi.
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Sekil 4: Hasta-1 ile kontrol gruplarinda T-PSA’nin ROC egrisi. (AUC=0.566)
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Sekil 5: Hasta-1 ile kontrol gruplarinda s/T PSA oraninin ROC egrisi.

(AUC=0.602)
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PSA’nin kestirim degeri >4.85 ng/mL iken duyarliik ve 06zgulligu
sirasiyla; %81.1 ve %25 idi. s/T PSA oraninin kestirim degeri <0.233 (£%23.3)
iken duyarhligi ve 6zgullugu sirasiyla %67.57 ve %38.64 idi. T-PSA ve s/T PSA
oraninin egri altinda kalan alani (area under the curve; AUC) sirasiyla; 0.566
(p=0.3206) ve 0.602 (p=0.1109) olarak hesaplandi. s/T PSA’'nin tanisal

gucundn daha yuksek oldugu goruldu.

Hasta-1 ile Kontrol Gruplarinda miRNA Ekspresyon Degerlerine Ait
Bulgular: Ekspresyonlari arasinda anlamli kat farki olan miRNA'lar belirlenerek
ROC egrileri ¢izildi ve bunlar arasindan AUC'’si s/T PSA oranina yakin ve
yuksek olan miRNA'lar ile duyarlihidi ve tanisal gugleri karsilastirildi.

Hasta-1 grubundaki 37 bireyin miRNA ekspresyon verileri, 44 bireylik
kontrol grubu ile Mann Whitney testi ile %95 glven aralidinda (Confidence
Interval; Cl) (p<0,05) kargilastirilarak istatistiksel olarak anlamli fark olup
olmadigi arastirildi. Veri puani olarak 11 ve ustl olan miRNA’lar alindi.

Bu iki grup arasinda, bakilan miRNA’lar agisindan istatistiksel fark
bulunamadi (p>0,05). 59 miRNA arasindan veri puani 11’den yuksek bulunan
iki miRNA'nin (miR-25-3p ve miR-195-5p) ekspresyon verileri degerlendirildi.
Gruplardaki veri dagilimi %95 CI grafiklerinde, Sekil 6 ve 7’de gosterildi.

miR-25-3p
Cl (%95)

8
4

CNRQ 2 1 Kontral

log2 1 . . . e Hasta-1
0,5
0,25

Sekil 6: Hasta-1 ile kontrol gruplarinda miR-25-3p veri dagiiminin %95 Cl'da
gOsterimi. (CNRQ: Calibrated Normalised Relative Quantity (kalibre normalize goreceli
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miktari), Cl: Glven Aralidi (Confidence Interval) ), (%95 Cl’'da; kontrol grubunda en disik ve en
yuksek degerler: 0.412-2.425 ACt, hasta-1 grubunda en diisiik ve en ylksek degerler:0.396-
5.617 ACt, ortalama=1.491 ACt.)

miR-194-5p
Cl (%95)

CNRQ Kontral

log2

— Hasta-1

—

0,5

Sekil 7: Hasta-1 ile kontrol gruplarinda miR-194-5p veri dagihminin %95 Cl’da

gOsterimi. (CNRQ: Calibrated Normalised Relative Quantity (kalibre normalize géreceli

miktari), Cl: Confidence Interval (Guven Aralidi) ), (%95 Cl’da; kontrol grubunda en dusik ve en
yiuksek degerler: 0.645-1.551 ACt, hasta-1 grubunda en disuk ve en yiksek degerler:0.846-
1.638 ACt, ortalama=1.177 ACt.)

y-ekseninde kalibre normalize goéreceli miktari (Calibrated normalized
relative quantity; CNRQ) olarak sunulan miRNA ekspresyonu katsayilari log2
tabaninda gdsterilmistir. Buna gore kontrol grup ortalamasi 1 olarak élgeklenmis
ve %95 Cl'daki en dusik ve en ylksek degerler gosteriimigtir. Hasta-1 ile
kontrol grubu arasinda %5'ten daha fazla benzerlik oldugu, Sekil 6 ve 7’'de
gorilmektedir. Sonug olarak, miR-24-3p ve miR-195-5p i¢in hasta-1 ile kontrol
gruplari arasinda miRNA ekspresyonu acisindan istatistiksel olarak anlamli fark
olmadigi seklinde yorumlanabilir.

Hasta-1 ile kontrol gruplari arasinda miRNA ekspresyon duzeyleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark olmasa da bazi miRNA’lar i¢cin hem
global ortalamaya gore, hem de gruplar arasi karsilastirmaya gore 2 ve
Uzerinde kat degisimi oldugu goéruldi ve bu degisimler anlamli olarak
degerlendirildi. 2 kat ve Uzerinde degisim gorulen miRNA’lar Tablo 8'de verildi.
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Tablo 8: Hasta-1 ile kontrol gruplarinda, ekspresyonlari arasinda anlamli kat

farki gorulen miRNA’lar.

Artan miRNA'’lar

Azalan miRNA’lar

MiR-16-5p miR-203a
miR-17-5p
Kat degisimi (24" degerleri baz alinarak gruplar arasi karsilastirma ile

anlamli kat artisinin belirlendigi bu 3 miRNA’nin tanisal gicuni degerlendirmek

icin MedCalc istatistik programi kullanilarak ROC egrileri gizildi. Optimum

O0zgullik ve duyarlilik degerleri temel alinarak her bir parametrenin kestirim

degerleri belirlendi. Bunlar arasindan yalnizca miR-16-5p’nin AUC dederleri

digerlerine gore daha yuksek olarak degerlendirildi.

mMiR-16-5p icin kestirim degeri >1.71 kat iken duyarlihgr %93.75 ve
O6zgullugu %25 idi. Buna goére AUC degeri 0.586 (p=0.5080) olarak hesaplandi

(Sekil 8).
miR-16-5p
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Sekil 8: Hasta-1 ile kontrol gruplarinda miR-16-5p ROC egrisi. (AUC=0.586)
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s/T PSA orani AUC’sinden daha diusuk degere sahip olsa da bu Ug¢
MIRNA arasindan en yuksek AUC degerine sahip olan miR-16-5p segilerek s/T
PSA orani ile kombine ROC egrileri gizilerek degerlendirildi.

s/T PSA + miR-16-5p kombinasyonunda AUC=0.616 (p=0.0691) olarak
hesaplandi (Sekil 9).

s/T PSA+miR-16-5p

100

80
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Sensitivite: 66,49
Spesifite: 29,55
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Sekil 9: Hasta-1 ile kontrol gruplarinda s/T PSA + miR-16-5p kombinasyonu
ROC egrisi. (AUC=0.616)

Tablo 9: Hasta-1 ile kontrol grup karsilastirmasinda, ROC egrileri gizilen

parametrelerin verileri.

Parametre Cut-off AUC Duyarlilik Ozgiilliik
T-PSA 4,85 ng/mL 0,566 %81,1 %25

s/T PSA %23,3 0,602 %67,57 %38,64
miR-16-5p 1,71 kat 0,586 993,75 %25

s/T PSA+miR-16-5p | 0,5779 0,616 %86,49 929,55
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Grafiklerden yola gikarak, Tablo 9’da da gosterilen verilere gore hasta-1
ile kontrol kargilastirmasinda; parametrelerin AUC’lerine bakildiginda en iyi
sonucun s/T PSA + miR-16-5p kombinasyonu ile elde edildigi, tek basina
degerlendirilen parametrelerden daha gucglu tanisal degeri oldugunu

soyleyebiliriz.

Hasta-2 ile Hasta-1 Gruplarinda T-PSA ve s/T PSA Degerlerine Ait
Bulgular: T-PSA degerleri hasta gruplarindan birinde 2-10 ng/mL, digerinde
>10 ng/mL oldugu ve ortak alanlari olmadigi igin duyarlilik ve 6zgullugu %100
olacaktir. Bu nedenle yalnizca s/T PSA orani degerlendirmeye alindi. Hasta-2
grubu (13) ile hasta-1 grubunun (37) s/T PSA orani verileri kargilagtirilarak,
ROC egrileri gizildi. Duyarhlik ve ézgullikleri i¢cin optimum degerler belirlenerek
bunlara karsilik gelen kestirim degerleri segildi.

s/T PSA orani igin kestirim degeri >0.1337 (>%13.37) oldugunda
optimum duyarhlik %83.8 ve optimum 6zgullik %53.8 idi. AUC’si ise 0.628
(p=0.2448) olarak hesaplandi (Sekil 10).

s/T PSA
100 '_‘_n—
80 ~ Sensitivite: 83,8
i Spesifite: 53,8
B Cut-off: =0,1337
60 |- ;

Sensitivite
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|

D - 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100
100-Spesifite

Sekil 10: Hasta-2 ile hasta-1 gruplarinda s/T PSA orani karsilastirlmasinda
ROC egrisi. (AUC=0.628)
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Hasta-2 ile Hasta-1 Gruplarinda miRNA Ekspresyon Degerlerine Ait
Bulgular: Hasta-2 grubunun miRNA ekspresyonu verileri, hasta-1 grubu ile
Mann Whitney testi ile %95 Cl'da (p<0,05) karsilastirilarak istatistiksel olarak
anlamli fark olup olmadigi arastirildi. Tum o&rnekler icin %80 amplifikasyon
verimi ile saptanan oOrnekler incelendi. Sonug¢ olarak T-PSA>10 ng/mL olan
hasta-2 grubunda bazi miRNA’larin ekspresyonlari azalmis olsa da (Tablo 10)

bu degisim istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).

Tablo 10: Hasta-2 ile hasta-1 gruplari arasinda, ekspresyonlari arasinda

anlamli kat farki gérulen miRNA'lar.

Azalan miRNA’lar

miR-25-3p miR-194-5p

miR-125b-5p miR-203a

Gruplar arasi kat farki bulunan 4 miRNA’nin 222¢t degerlerine gére ROC
egrileri ¢izildi. Bu dért miRNA'nin da AUC’si s/T PSA oranindan daha yuksek
degerlere sahipti. miR-25-3p icin kestirim degeri <3.821 kat olarak alininca
optimum duyarhlik ve 06zgullik degerleri sirasiyla %85.71 ve %41.67 iken
AUC=0.708 (p=0.0762) olarak hesaplandi ($ekil 11).
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miR-25-3p
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Sekil 11: Hasta-2 ile hasta-1 gruplarinda miR-25-3p ROC egrisi. (AUC=0.708)

miR-125b-5p’in ROC egrisinde ise kestirim degeri <2.41 kat olarak
alininca %100 duyarliik ve %61.54 o6zgulluk goérildl. Grafikte AUC=0.744
(p=0.1249) olarak hesaplandi (Sekil 12).

miR-125b-5p
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Sekil 12: Hasta-2 ile hasta-1 gruplarinda miR-125b-5p ROC egrisi.

(AUC=0.744)
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Bir diger miRNA olan miR-194-5p'nin ROC egrisinde kestirim degeri

<1.05 kat alindiginda optimum duyarliik %100 ve 06zgullugud %80 iken

AUC=0.933 (p<0.0001) idi (Sekil 13).

miR-194-5p
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Sekil 13: Hasta-2 ile hasta-1 gruplarinda miR-194-5p ROC egrisi. (AUC=0.933)

miR-203a icin kestirim degeri <1.038 kat olarak alindiginda optimum
duyarlilik ve o6zgullik de@erleri sirasiyla %100 ve %41.67 iken AUC=0.667

(p=0.5326) olarak hesaplandi (Sekil 14).
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Sekil 14: Hasta-2 ile hasta-1 gruplarinda miR-203a ROC egrisi. (AUC=0.667)

Hasta-2 ile hasta-1 gruplarinda s/T PSA oranindan daha yuksek AUC
degerine sahip olan bu dért miRNA'nin her biri tek tek ve doérdu birlikte s/T PSA
ile beraber ROC edrileri ¢izilerek degerlendirildi, tanisal gugleri kargilastirildi.

s/T PSA + miR-25-3p kombinasyonu i¢cin AUC=0.647 (p=0.1645) iken s/T
PSA + miR-125b-5p kombinasyonunda AUC=0.601 (p=0.3423), s/T PSA + miR-
194-5p icin AUC=0.672 (p=0.0729), s/IT PSA + miR-203a igin AUC=0.707
(p=0.0131) olarak hesaplandi. s/IT PSA + miR-25-3p + miR-125b-5p + miR-194-
5p + miR-203a kombinasyonunda ise AUC degeri 0.576 (p=0.3436) idi (Sekil
15, Sekil 16, Sekil 17, Sekil 18, Sekil 19).
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s/T PSA+miR-25-3p
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Sekil 15: Hasta-2 ile hasta-1 gruplarinda s/T PSA + miR-25-3p kombinasyonu
ROC egrisi. (AUC=0.647)

s/T PSA+miR-125b-5p
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Sekil 16:

kombinasyonu ROC egrisi. (AUC=0.601)

Hasta-2 ile hasta-1 gruplarinda s/T PSA + miR-125b-5p
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s/T PSA+miR-194-5p
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Sekil 17: Hasta-2 ile hasta-1 gruplarinda s/T PSA + miR-194-5p kombinasyonu
ROC egrisi. (AUC=0.672)
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Sekil 18: Hasta-2 ile hasta-1 gruplarinda s/T PSA + miR-203a kombinasyonu
ROC egrisi. (AUC=0.707)
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s/T PSA+4 miRNA
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Sekil 19: Hasta-2 ile hasta-1 gruplarinda s/T PSA + miR-25-3p + miR-125b-5p
+ miR-194-5p + miR-203a kombinasyonu ROC egrisi. (AUC=0.576)

Tablo 11: Hasta-2 ile hasta-1 grup karsilastirmasinda, ROC egrileri ¢izilen

parametrelerin verileri.

Parametre Cut-off AUC Duyarlihk | Ozgiilliik
s/T PSA %13,37 0,628 %83,8 %53,8
miR-25-3p 3,821 kat 0,708 %85,7 %41,67
miR-125b-5p 2,41 kat 0,744 %100 %61,54
miR-194-5p 1,05 kat 0,933 %100 %80
miR-203a 1,038 kat 0,667 %100 %41,67
s/T PSA+miR-25-3p 0,4314 0,647 %84,62 918,92
s/T PSA+miR-125b-5p | -0,2997 0,601 9%76,92 %35,14
s/T PSA+miR-194-5p | 0,9065 0,672 992,31 9%24,32
s/T PSA+miR-203a 0,4082 0,707 %92,31 9%32,43
s/IT PSA+4 miRNA -0,033 0,576 %92,31 %37,84
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Tablo 11'deki sonucglara gore tek basina miR-194-5p ve
kombinasyonlardan ise s/T PSA + miR-203a kombinasyonunun AUC degeri en

yuksek degerdi.

Hasta-2 ile Kontrol Gruplarinda T-PSA ve s/T PSA Degerlerine Ait
Bulgular: Hasta-2 grubu (13) ile kontrol gruplarinin (44) s/T PSA oranlari
karsilastirildi. Cizilen s/T PSA orani ROC egrilerine gore kestirim degeri <0.222
(£%22.2) iken buna karsilik gelen optimum duyarlihk ve 6zgullugu sirasiyla
%76.92 ve %52.27 idi. Bu verilere gore AUC degeri 0.698 (p=0.0584) olarak
hesaplandi (Sekil 20).
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Sekil 20: Hasta-2 ile kontrol gruplarinda s/T PSA orani ROC egrisi.
(AUC=0.698)

Hasta-2 ile Kontrol Gruplarinda miRNA Ekspresyon Degerlerine Ait
Bulgular: Hasta-2 grubu ile kontrol grubu miRNA ekspresyon verileri Mann
Whitney testi ile %95 Cl'da (p<0,05) karsilastirilarak istatistiksel olarak anlamli
fark olup olmadigi arastinidi. Tim &rnekler igin %80 amplifikasyon verimi ile

saptanan ornekler incelendi. Sonug olarak hasta-2 ile kontrol gruplari arasinda
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istatistiksel olarak anlamli fark saptanamasa da Tablo 12’da gOsterilen

miRNA’larin gruplar arasinda iki ve Ustu kat farkinin oldugu goraldu.

Tablo 12: Hasta-2 ile kontrol gruplarinda ekspresyonlari arasinda anlamli kat

farki gorilen miRNA’lar.

Artan miRNA’lar Azalan miRNA’lar

miR-181c-5p miR-25-3p
miR-125b-5p
miR-194-5p

Hasta-2 ile kontrol gruplari arasinda kat farki bulunan 4 miRNA'nin 2"44¢t

degerlerine gore ROC egrileri gizildi. s/T PSA orani AUC degerinden daha
yuksek degere sahip olan iki miRNA belirlendi, miR-125b-5p ve miR-194-5p.
mMiR-125b-5p igin optimum duyarlihdr %100 ve 6zgullugu %72.73 iken
kestirim degeri <2.41 kat olarak belirlendi. Buna gére AUC=0.818 (p=0.0149)
olarak hesaplandi (Sekil 21).
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Sekil 21: Hasta-2 ile kontrol gruplarinda miR-125b-5p ROC egrisi. (AUC=0.818)
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mMiR-194-5p i¢in optimum duyarlilik ve 6zgulligu sirasiyla %100 ve %50
alindiginda kestirim degeri <1.05 kat idi. ROC egrisine gore AUC’si 0.806
(p=0.0681) olarak hesaplandi (Sekil 22).
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Sekil 22: Hasta-2 ile kontrol gruplarinda miR-194-5p ROC egrisi. (AUC=0.806)

Hasta-2 ile kontrol gruplarinda s/T PSA oranindan daha yiksek AUC
degerine sahip olan miR-125b-5p ve miR-194-5p’nin her biri tek tek ve ikisi
birlikte s/T PSA ile beraber ROC egrileri gizilerek degerlendirildi, tanisal gucleri
karsilastirildi.

s/T PSA + miR-125b-5p kombinasyonu i¢cin AUC=0.626 (p=0.2079) iken
s/T PSA + miR-125b-5p + miR-194-5p kombinasyonunda AUC degeri 0.532
(p=0.7133) idi (Sekil 23, Sekil 24). istatistik programi veri sayisi yetersiz olarak
degerlendirdigi icin s/T PSA + miR-194-5p ROC egrisini ¢izemedi.
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Sekil 23: Hasta-2 ile kontrol gruplarinda s/T PSA + miR-125b-5p kombinasyonu

ROC egrisi. (AUC=0.626)
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Sekil 24: Hasta-2 ile kontrol gruplarinda s/T PSA + miR-125b-5p + miR-194-5p

kombinasyonu ROC egrisi. (AUC=0.532)
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Tablo 13: Hasta-2 ile

parametrelerin verileri.

kontrol grup karsilastirmasinda, ROC egrileri gizilen

Parametre Cut-off AUC Duyarhhk Ozgiilliik
s/T PSA %22,2 0,698 %76,92 %52,27
miR-125b-5p 2,41 kat 0,818 %100 %72,73
miR-194-5p 1,05 kat 0,806 %100 %50

s/T PSA+miR-125b-5p | 0,6651 0,626 %84,62 %25

s/T PSA+2 miRNA -0,4915 0,532 %84,62 %29,55

Grafiklerden

elde edilen verilere gobre c¢izilen Tablo 13'te de

gorllebilecedi gibi, tek basina bu iki miRNA’nin daha yuksek tanisal gucu

oldugu, kombine kullanildiginda ise daha dusuk bir dizeye indigi goraldu.
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TARTISMA

Tumoér Dbelirteci; ©6zgun olarak tumor dokusundan salgilanan
makromolekul olarak tanimlanmaktadir. Baska doku ve kanserlerde sentezi en
az duzeyde olmali, hasta olmayanlarda sentezi minimum olmali, baska doku ve
kanserlerde sentezlense de immunolojik 6zellikleri farkli olmali, timoérin kitlesi
ve aktivitesi ile orantili sentezlenmeli, yari dmri ¢ok uzun olmamali, ¢ok kiglk
tiimar kitlesinde bile dlglilebilir diizeyde belirteg tiretilmelidir?®.

Prostat kanserinde tarama ve erken tani testi olarak tumor
belirteclerinden biri olan PSA kullanilmakta, ancak prostatin benign
hastaliklarinda da yUkseldigi bilinmektedir. Benign hastaliklarda invaziv ve
hasta agisindan sikintili bir islem olan biyopsiyi dnlemek ve benign-malign
hastallk ayirimini  yapabilmek igin, c¢alismamizda 59 farkli miRNA’nin
ekspresyonlarinin benign ve malign hastalardaki dizeylerini karsilastirarak
tanisal guclerini degerlendirdik.

Calismamizda, sectigimiz 94 hastanin plazma 6rneklerinden izole edilen
miRNA’larin ekspresyon dizeylerini hasta grubu ile kontrol gruplari arasinda
karsilastirdik.

Hasta-1 ve kontrol gruplarinda T-PSA verileri ile ¢izdigimiz ROC
egrilerinden edindigimiz sonuglar literatur ile yakin degerlere sahipti.
Calismamizda kestirim degeri 4.85 ng/mL iken duyarhligi %81.1 ve 6zgullugu
%25 oldugu gorulurken, literatirde 3.9 ng/mL kestirim degeri alindiginda %85
duyarliik ve %25 &zglllikle benign hastalari malign olandan ayirabildigi
gOsterilmistir®.

s/T PSA orani hasta-1 ile kontrol gruplarina ait verilere goére
degerlendirildiginde de optimum duyarliik ve 6zgullik alindiginda kestirim
degerinin daha onceki calismalarda elde edilen sonuglarla uyumlu oldugu
goruldi. Calismalarda s/T PSA orani igin %14-25 aralidinin esik deger olarak
kullanilmasi 6nerilmistir®™. Bizim calismamizda da %23.3 kestirim degerinde
duyarlihd1 %67.57, 6zgullugu %38.64 idi.
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Prostat kanseri tanisi igin gri zonda PSA degerlerine sahip hastalarla
yapilan g¢alismalarda s/T PSA’nin tanisal gicunun T-PSA’dan daha iyi oldugu,
daha yuksek duyarlilikla malign-benign ayirimi yaptigi gosterilmistir. Daha
onceki caligmalara gore gri zon hastalarinda malign-benign ayirimini s/T PSA
%95 duyarlilikta yaparken T-PSA'nin duyarliligi %85'te kalmaktadir® ® "2, Bizim
calismamizda literatirle uyumlu olarak T-PSA (0.566) ve s/T PSA (0.602) ROC
egrileri arasindan s/T PSA’'nin daha yuksek AUC’ye sahip olmasi nedeniyle
daha iyi ayinm yapabilecegini gostermektedir.

Calismamizda prostat hastaliklarinda benign-malign ayirimi igin
hedefledigimiz miRNA’larin tanisal gugclerini de degerlendirdik. Hasta-1 ile
kontrol karsilastirmasinda anlamli kat farki olan miRNA’lar arasindan (miR-16-
5p, miR-17-5p, miR-203a) s/T PSA’dan daha ylksek AUC’ye sahip bir miRNA
olmadi. Gruplar arasi kargilastirmada kontrol grubuna goére kanserli hastalarda
arttig1 gorulen ve s/T PSA oranina yakin AUC degeri olan miR-16-5p ile s/T
PSA kombinasyonunun tanisal gucu degerlendirildi. Elde edilen AUC tek basina
her iki parametrenin sahip oldugundan daha yuksek bulundugundan (0.616)
miR-16-5p ile s/T PSA kombinasyonunun tanisal gicunudn daha iyi oldugu
gOsterildi.

Benign-malign ayiriminda tanisal olarak faydali olabilecegini buldugumuz
miR-16-5p ile ilgili olarak literatirde gesitli calismalar bulunmaktadir. Bunlardan
Watahiki ve arkadaslarinin c¢alismasinda benign prostat dokusu ile
karsilastirildiginda miR-16’nin (yeni isimlendirmede miR-16-5p) kanserli dokuda
azaldigi gosterilmis ve miR-16’nin prostat kanserinde metastazi baskilayici
ozelligi oldugu, metastaz gelisimi ile korele oldugu ileri striimustir 2°-20% 203,

Prostat kanserli hasta ile ylksek ve normal aralikta PSA seviyelerine
sahip prostat kanserli olmayan kontrol grubu prostat dokularinda 157
mMiRNA'nin ekspresyonlarinin karsilastirildi§i bir calismada miR-16'nin kanserli
grupta istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi gdsterilmistir’®*. Lokalize ve
metastatik kastrasyona direncli prostat kanserli hastalarda yapilan diger bir
calismada ise bu iki durumun ayiriminda belirte¢ olarak kullanilabilmesi
acisindan plazmadan izole edilen miRNA’larin ekspresyonlari degerlendirilmis.
Calismaya dahil edilen miRNA’lar arasindan miR-16 ekspresyonunun lokalize
gruba gére metastazli grupta azaldigi gorilmis®®. Mahn ve arkadaslarinin
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lokalize prostat kanserli, BPH'li ve saglikli kontrollerin serumlarindan izole
edilen miRNA ekspresyonlari;; malign-normal  prostat dokusu ve
prostatektomiden Once ve sonrasinda serumdan c¢aligilarak karsilastirdiklari
calismalarinda ise kanserli ve normal doku miR-16 ekspresyonlari arasinda fark
gorilmezken kanserli hasta serumlarinda artmis oldugu, prostatektomi
sonrasinda ise azaldigi gézlenmis™®®.

miR-16 i¢in bazi ¢alismalarda malign ve benign hastalarda ekspresyon
dizeyi farkli olmadigi i¢cin plazmadan miRNA ekspresyon profillemesi igin
housekeeping olarak alinmigtir. Bazi ¢alismalarda kanserli hasta orneklerinde
azaldigr yonunde sonuglar bulunmakta iken, bizim calismamizda Mahn ve
arkadaslarinin serumdan elde edilen sonuglari ile benzer sekilde istatistiksel
olarak anlamli olmasa da kat olarak artis goriildii*® 296208

Hasta-2 ve hasta-1 grup karsilastirmasinda s/T PSA orani igin cizilen
ROC egrilerine gore AUC’si hesaplanip (0.628), bu degerden daha yuksek
bulunan miRNA’lar ile kombine ROC egrileri cizilerek tanisal gugcleri
karsilastirildi. miR-25-3p, miR-125b-5p, miR-194-5p ve miR-203a’nin hasta-1
grubuna gére hasta-2 grubunda azaldigi géruldu ve her birinin tek tek ve hepsi
birlikte s/T PSA orani ile kombine edilerek ROC egrileri gizildi. miR-194-5p’nin
tek basina AUC degeri (0.933) istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.0001) ve en
iyi tani guclne sahip olan parametre idi. Kombine olanlardan ise s/T PSA +
miR-203a’nin sonugclari digerlerine gére daha ylksek olarak hesaplandi (0.707)
ve istatistiksel olarak da anlamliydi (p=0.0131).

Tong ve arkadaslarinin prostatektomi érneklerinden (evre T2a/b, erken
niks, niks gorilmeyen kanserli hastalardan alinan) qRT-PCR ydntemi ile
MIiRNA ekspresyon profillemesi yaptiklari ¢alismada, miR-194 ekspresyonunun
(yeni isimlendirmede miR-194-5p) kanserli grupta arttigi gosterilmistir. Degismis
mMiRNA ekspresyonunun prostattaki onkojenik surece eslik ettigini, bulduklar
anormal miRNA ekspresyonlarinin erken hastalik niks egilimini yansitiyor
olabilecegini ileri stirmislerdir’®®. Bizim ¢alismamizda ise plazmadan calisilan
ve PSA degerine goére ayrilan iki hasta grubu karsilastirildiginda miR-194-5p
ekspresyon duzeylerinin hasta-2 grubunda azaldigini bulduk. Doku ve plazma

ornekleri arasinda ekspresyon dizeyleri arasinda farklilik olabilecegini gosteren
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calismalarin olmasi bizim calismamizla literatir arasindaki farkliligin sebebi
olabilecegini diisiindiirmektedir'®®.

Prostat kanserli ve normal prostat dokusu orneklerinden real-time PCR
ile miR-203 (yeni isimlendirmede miR-203a) ekspresyonunun karsilastinildigi bir
calismada miR-203’Un ilerlemis prostat kanserlerinde korele olarak azaldigi
gosterilerek, “anti-metastatik” oldugu ileri suriilmiistir'®. Bizim calismamizda
da literaturle uyumlu sekilde miR-203a ekspresyon duzeylerinin azaldigi
goralda.

Hasta-2 ile kontrol karsilastirmasinda da oncelikle s/T PSA orani ROC
egrileri degerlendirildi. Bu egriye gore AUC degeri hesaplanip (0.698) bundan
daha yuksek AUC degerine sahip miRNA’lar ile birlikte analiz edildi.

Grup karsilastirmalari sonucu azalmis olarak bulunan miR-125b-5p ve
miR-194-5p’nin AUC degerleri daha ylksek olarak hesaplandi (sirasiyla; 0.818
ve 0.806). Sonrasinda tek tek ve beraber s/T PSA orani ile kombine olarak
ROC egrileri gizildi. Ancak bunlardan s/T PSA + miR-194-5p ROC egrisi veri
sayisi az oldugu i¢in gizilemedi ve bu kombinasyon degerlendirme disi birakildi.
s/T PSA + miR-125b-5p kombinasyonu ve s/T PSA + miR-125b-5p + miR-194-
5p kombinasyonlarinin AUC’leri gok daha dusuk duzeylerdeydi (sirasiyla; 0.626
ve 0.532). Bu sonuglara gore; miR-125b-5p ve miR-194-5p ekspresyonlari tek
baslarina s/T PSA’dan daha yuUksek tanisal glice sahiptir denebilir.

Literatirde miR-125b (yeni isimlendirmede miR-125b-5p) ile ilgili ¢eligkili
sonuglar bulunmaktadir; bazi yayinlarda onkomir oldugu ve prostat
kanserlilerde ekspresyonunun arttigi bulunurken, bazi ¢alismalarda ise azaldigi
raporlanmigtir?® 195 196. 203 209, 210 njitchell ve arkadaslari 25 metastatik prostat
kanserli ve 25 kontrol hastasinin serum 6rneklerinden qRT-PCR yontemi ile
mMiRNA ekspresyonlarini  karsilastirmiglar ve kanserli grupta miR-125b
ekspresyonunun arttigini raporlamislardir®®. Ozen ve arkadaslari, 10 tane
benign ve 16 tane prostat kanserli dokudan 480 miRNA ekspresyonu 6nce
mikroarray ile, sonrasinda bazilari secilerek gergcek zamanli RT-PCR ile tekrar
degerlendirmis, lokalize prostat kanserli dokuda miR-125b ekspresyonlarinin
azaldigini gérmisler'®. Calismamizda Ozen ve arkadaslarinin bulgulari ile

uyumlu sekilde, Mitchell ve arkadaslarinin sonuglarindan farkli olarak, miR-125b
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ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli olmasa da gruplar arasi
karsilastirmada kanserli grupta azalmis olarak bulduk.

Malign-benign ayirimi igin taramada kullanilacak, PSA’nin tanisal gucuna
artiracak ya da tek basina daha guglu bir belirte¢ olarak kullanabilecegimiz
biyobelirte¢ bulmayi amacladigimiz bu ¢alismada gri zondaki hastalarda s/T
PSA + miR-16-5p kombinasyonunun s/T PSA’dan daha iyi tanisal glct olmasi
onemli bir bulgudur. Ancak dokudaki duzeyleri ile beraber degerlendirilecedi
daha genis bir calisma grubu ile yeni arastirmalar bu verileri degerlendirmek igin
gereklidir.

Hasta gruplari arasinda istatistiksel olarak da anlamli bulunan iki
parametre, miR-194-5p ve s/T PSA + miR-203a kombinasyonu, maligniteyi
destekleyen belirteclerdir. Kanserin prognozu hakkinda fikir verebilecegi, faydali
olabilecegini disundyoruz. Bunu desteklemek icin kanserin her asamasindan
yeterli sayida katilimci ile yapilacak ileri arastirmalara ihtiyag duymaktayiz.
Ancak PSA’nin >10 ng/mL oldugu durumlarda biyopsi kaginilmaz oldugu igin,
tarama amacl belirte¢ kullanimi girisimsel isleme maruziyeti azaltmayacak,
taniya gidigi hizlandirmayacaktir.

mMiRNA ekpresyon profilleme calismalarinda; farkli evredeki kanser
gruplarinin karsilastirimasi, kontrol olarak BPH’'lI hasta ya da sadlikl
gonullilerin alinmasi, farkli érneklerden izole edilmesi, farkli buylklUkteki
populasyonlardan caligsma yapilmasi, izolasyon ve ekpresyon degerlendirme
yontemlerinin farkli olmasi gibi birgok nedenden dolayi celiskiler olabilmektedir.
Kuguk populasyonlarda yapilan galismalarin geneli ne kadar yansittigi bilinmeli,
iyi bir érneklem grubu secilmelidir. Sonuglarin dagiliminin genis olmasi ile
beraber celigkili verilerin elde edilmesine sebep olabilecegi unutulmamalidir.

Bizim c¢alismamizda miRNA ekspresyonlarini degerlendirmek igin
calisma ici global ortalamaya ve gruplar arasi karsilastirmaya gore AACt

222%jle artis ya da azalislar

hesaplandi, bunu kat farki olarak goéstermek igin
hesaplandi. Ancak gruplar karsilastirilinca istatistiksel olarak aralarinda fark
olmadigi goruldu (p>0.05). Ozellikle hasta-2 grubunun sayisinin az olmasi veri
puaninin 11’nin altinda kalmasina, bu da testin anlamlihgini degerlendirmeyi

zorlagtirmasina neden olmaktadir. Ayrica her hastada her miRNA ekspresyonu
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%80 amplifiye olmadigi icin hesaplamaya dahil edilmedi. Bu da gruplar arasi
farki degerlendirmede yetersizlige neden olmaktadir.

Calismamizda bahsi gecen eksiler olsa da rahatlikla elde edilebilen
orneklerden galigiimasi, ¢ok sayida 6rnegi birkag saatlik tek bir PCR isleminden
sonra elde edilen verilerle degerlendirebilmek buyulk bir avantajdir. Doku eldesi,
miRNA’larin izolasyonu, secilen yontemin uzun ve zahmetli olmasi gibi durumlar
¢alismanin verimini de etkileyecektir. Erken tani igin kullanilacak tarama amagli
her turli analizin kisa, kolay, ucuz olmasi, 6rnegin kolay elde edilmesi
istenmektedir.

Sonug¢ olarak, gri zondaki benign prostat hastaligi olanlar ile prostat
kanserli hastalar arasinda ayirim yaparken miR-16-5p ile s/TPSA oraninin
birlikte kullanilmasinin tek basina T-PSA veya s/T PSA’dan daha degerli
oldugunu bulduk. PSA dizeyi >10 ng/mL oldugunda kanserli hastalarda ise

farkli miRNA’larin ekspresyonlarinda degisiklikler oldugunu gorduk.
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SONUG VE ONERILER

Sonug olarak ¢alismamizda;

v' Gruplar arasl karsilastrmada miRNA ekspresyonlari agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulamazken,

v' PSA degeri 2-10 ng/mL araliginda olan malign ve benign grup
kargilagtirmasinda s/T PSA + miR-16-5p kombinasyonunun tanisal
gucundn s/T PSA’dan daha iyi oldugunu,

v PSA degeri >10 ng/mL olan malign hasta grubundaki miR-194-5p
ekspresyonunda buldugumuz azalmanin prostat malignitesi varligini
destekledigini, prognozla iliskili olabilecegini,

v' PSA diizeyi >10 ng/mL olan malign hasta ile PSA degeri 2-10 ng/mL
araliginda olan benign grup karsilastirmasinda ise; miR-125-5p ve miR-
194-5p ekspresyonlarindaki azalmanin malignite lehine oldugu, s/T

PSA’dan daha iyi sekilde bu ayirimi yapabildigini bulduk.

Son olarak, daha genis ve evrelerine gore gruplandirilmis populasyonlarla
planlanacak arastirmalarda miRNA ekspresyon profillerinin galisiimasinin
prostat kanseri erken tanisinda miRNA’larin kullanilabilmesini saglayacagini

dusunuyoruz.

72



10.

KAYNAKLAR

Jemal A, Bray F, Center MM, Ferlay J, Ward E, Forman D. Global
cancer statistics. CA Cancer J Clin 2011; 61(2): 69-90.

Gronberg H. Prostate cancer epidemiology. The Lancet 2003; 361:
859-864.

Reiter RE, deKernion JB. Epidemiology, Etiology, and Prevention of
Prostate Cancer. In: Walsh PC, Retik AB, Vaughan ED, Wein AJ
(eds). Campbell’'s Urology, Volume 4. 8th ed. Philadelphia, London
New York, St. Louis, Sydney, Toronto. Saunders 2002; 3003-3024.
Baltaci S. Prostat Kanseri. Anafarta K, Beduk Y, Arikan N. Temel
Uroloji. 3. Baski. Ankara: Oncii Basimevi, 2007: 740-765.

Smith RA, Mettlin CJ, Davis KJ, Eyre H. American Cancer Society
Guidelines for the early detection of cancer. CA Cancer J Clin 2000;
50: 34-49.

Carroll P, Coley C, McLeod D, et al. Prostate specific antigen best
practice policy. Part |. Early detection and diagnosis of prostate
cancer. Urology 2001; 57: 217-224.

Catalona WJ, Richie JP, Ahmann FR, et al. Comparison of digital
rectal examination and serum prostate specific antigen in the early
detection of prostate cancer: Results of a multicenter clinical trial of
6630 men. J Urol 1994; 151: 1283-1290.

Alkibay T, Gurocak S. Tumoér immunolojisi ve tumor belirleyiciler.
Anafarta K, Bediik Y, Arikan N. Temel Uroloji. 3. Baski. Ankara: Oncii
Basimevi, 2007: 687-698.

Stenman UH. Prostate-specific antigen, clinical use and staging: an
overview. Br J Urol, suppl. 1997; 79: 53.

Deliveliotis C, Alivizatos G, Stavropoulos N, et al. Influence of digital

examination, cystoscopy, transrectal ultrasonography and needle

73



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

biopsy on the concentration of prostate specific antigen. Urol Int 1994;
53: 186-190.

Jackson RJ, Standart N. How do microRNAs regulate gene
expression? Sci STKE 2007; 367: rel.

Lee RC, Feinbaum RL, Ambros V. The C. elegans heterochronic gene
lin-4 encodes small RNAs with antisense complementarity to lin-14.
Cell 1993; 75(5): 843-854.

Huntzinger E, lzaurralde E. Gene silencing by microRNAs:
Contributions of translational repression and mRNA decay. Nat Rev
Genet 2011; 12(2): 99-110.

Calin GA, Sevignani C, Dumitru CD, et al. Human microRNA genes
are frequently located at fragile sites and genomic regions involved in
cancers. Proc Natl Acad Sci USA 2004; 101(9): 2999-3004.

Kong W, Zhao JJ, He L, Cheng JQ. Strategies for profiling microRNA
expression. J Cell Physiol 2009; 218: 22-25.

Blenkiron C, Miska EA. miRNAs in cancer: approaches, aetiology,
diagnostics and therapy. Hum Mol Genet 2007; 16: R106-113.
Barbarotto E, Schmittgen TD, Calin GA. MicroRNAs and cancer:
profile, profile, profile. Int J Cancer 2008; 122: 969-977.

Nelson PT, Baldwin DA, Scearce LM, et al. Microarray-based, high-
throughput gene expression profiling of microRNAs. Nat Methods
2004; 1: 155-161.

Xi Y, Nakajima G, Gavin E, et al. Systematic analysis of microRNA
expression of RNA extracted from fresh frozen and formalin-fixed
paraffin-embedded samples. RNA 2007; 13: 1668-1674.

Li J, Smyth P, Flavin R, et al. Comparison of miRNA expression
patterns using total RNA extracted from matched samples of formalin-
fixed paraffin-embedded (FFPE) cells and snap frozen cells. BMC
Biotechnol 2007; 7: 36.

Tetzlaff MT, Liu A, Xu X, et al. Differential expression of miRNAs in
papillarythyroid carcinoma compared to multinodular goiter using
formalin fixed paraffin embedded tissues. Endocr Pathol 2007; 18:
163-173.

74



22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Doleshal M, Magotra AA, Choudhury B, et al. Evaluation and
validation of total RNA extraction methods for microRNA expression
analyses in formalin-fixed, paraffin-embedded tissues. J Mol Diagn
2008; 10: 203-211.

Mitchell PS, Parkin RK, Kroh EM, et al. Circulating micro-RNAs as
stable blood-based markers for cancer detection. Proc Natl Acad Sci
USA 2008; 105: 10513-10518.

Mattie MD, Benz CC, Bowers J, et al. Optimized high-throughput
microRNA expression profiling provides novel biomarker assessment
of clinical prostate and breast cancer biopsies. Mol Cancer 2006; 5:
24,

Prueitt RL, Yi M, Hudson RS, et al. Expression of microRNAs and
protein-coding genes associated with perineural invasion in prostate
cancer. Prostate 2008; 68: 1152-1164.

Porkka KP, Pfeiffer MJ, Waltering KK, et al. MicroRNA expression
profiling in prostate cancer. Cancer Res 2007; 67: 6130-6135.

Hinman F Jr. Atlas of Urosurgical Anatomy, Philadelphia, WB
Saunders Co, 1993.

McNeal JE. The prostate and prostatic urethra: A morphologic study. J
Urol 1972; 107: 1008-1016.

Jemal A, Siegel R, Ward E, et al. Cancer statistics, 2008. CA Cancer J
Clin 2008; 58: 71-96.

Epstein JI. The Lower Urinary Tract and Male Genital System. In:
Kumar V, Abbas AK, Fausto N (eds). Robbins and Cotran Pathologic
Basis of Disease. 7th edition, Philedelphia, Pennsylvania. Elsevier
Saunders Company 2005; 1023-1058.

Estein JI. The Prostate and Seminal Vesicles. Carter D, Reuter VE,
Greenson JK, Stoler MH, Oberman HA (eds). Stenberg’s Diagnostic
Surgical Pathology, Volume 2. Fourth ed. Philadelphia, Baltimore.
Lippincott Williams & Wilkins 2004; 2083-2132.

Pfau A. A continuing enigma. Urologic Clinics of North America 1986;
13: 695.

75



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Catalona WJ, Smith DS, Ratliff TL, et al. Detection of organ confined
prostate cancer is increased through prostate specific antigen based
screening. JAMA 1993; 270: 948-954.

Huland H. The risk outweigh the benefits of radical prostatectomy in
localised prostate cancer: The argument against. Eur Urol 1996; 29:
31-33.

Greenlee RT, Hill-Harmon MB, Murray T, Thun M. Cancer statistics
2001. CA Cancer J Clin 2001; 51: 15-36.

Littrup PJ, Kane RA, Mettlin CJ, et al. Cost-effective prostate cancer
detection. Cancer 1994; 74: 3146-3158.

Stone NN, DeAntoni EP, Crawford ED. Screening for prostate cancer
by digital rectal examination and prostate specific antigen: Results of
prostate cancer awareness week, 1989-1992. Urology 1994; 44: 18-
25.

Bangma CH, Kramse R, Blijenberg BG, Schroeder FH. The value of
screening tests in the detection of prostate cancer: Part I. Results of a
retrospective evaluation of 1726 men. Urology 1995; 46: 773-778.
Bergstralh EJ, Roberts RO, Farmer SA, et al. Population-based case-
control study of PSA and DRE screening on prostate cancer mortality.
Urology 2007; 70(5): 936-941.

Cooner WH, Mosley BR, Rutherford CL Jr, et al. Prostate cancer
detection in a clinical urological practice by ultrasonography, digital
rectal examination and prostate specific antigen. J Urol 1990; 143(6):
1146-1152.

Tuncel A, Agras K, Aslan Y ve ark. Transrektal prostat igne biyopsisi
sonrasinda prostat kanseri saptanmayan ve saptanan hastalarin
verilerinin analizi: retrospektif bir ¢alisma. Turk J Urol 2004; 30(2):
148-154.

Altunoluk B, Bahar MB, Eren M ve ark. Prostat kanseri tanisinda
prostat spesifik antijen ve parmakla rektal muayene bulgularinin
rolinun degerlendiriimesi. JCEI 2012; 3(1): 66-70.

76



43.

44,

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Makarov DV, Loeb S, Magheli A, et al. Significance of preoperative
PSA velocity in men with low serum PSA and normal DRE. World J
Urol 2011; 29(1): 11-14.

di Sant'/Agnese PA. Neuoroendocrine differentiation in human prostatic
carcinoma. Hum Patol 1992; 23: 287-296.

Ablin RJ, Soanes WA, Bronson P, Witebsky E. Precipitating antigens
of the normal human prostate. J Reprod Fertil 1970; 22: 573.

Wang MC, Valenzuela LA, Murphy GP, Chu TM. Purification of a
human prostate specific antigen. Invest Urol 1979; 17: 159.

Papsidero LD, Wang MC, Valenzuela LA, Murphy GP, Chu TM. A
prostate antigen in sera of prostatic cancer patients. Cancer Res
1980; 40: 2428.

Partin AW, Oesterling JE. The clinical usefulness of prostate specific
antigen: update 1994. J Urol1994; 152: 1358.

Pollen JJ, Dreilinger A. Immunohistochemical identification of prostatic
acid phosphatase and prostate specific antigen in female periurethral
glands. Urology 1984; 23: 303.

Balk SP, Ko YJ, Bubley GJ. Biology of prostate specific antigen. J Clin
Oncol 2003; 21(2): 383-391.

Gretzer MB, Partin AW. PSA markers in prostate cancer detection.
Urol Clin North Am 2003; 30(4): 677-686.

Mikolajczyk SD, Song Y, Wong JR, et al. Are multiple markers the
future of prostate cancer diagnostics? Clin Biochem 2004; 37(7): 519-
528.

Kumar A, Mikolajczyk SD, Goel AS, et al. Expression of pro form of
prostate-specific antigen by mammalian cells and its conversion to
mature, active form by human kallikrein 2. Cancer Res. 1997; 57:
3111-3114.

Sokoll LJ, Chan DW, Mikolajczyk SD, et al. Proenzyme psa for the
early detection of prostate cancer in the 2.5-4.0 ng/ml total psa range:
Preliminary analysis. Urology 2003; 61: 274-276.

Sbézen S, Gurocak S, Acar C. Prostat kanseri tanisinda PSA alt tipleri.
Uroonkoloji Bllteni. 2004; 4: 13-18.

77



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Nadler RB, Humphrey PA, Smith DS, Catalona WJ, Ratliff TL. Effect of
inflammation and benign prostatic hyperplasia on elevated serum
prostate specific antigen levels. J Urol 1995; 154: 407.

Tchetgen MB, Song JT, Strawderman M, et al. Ejaculation increases
the serum prostate specific antigen concentrations. Urology 1997; 47:
511-516.

Herschman JD, Smith DS, Catalona WJ. Effect of ejaculation on
serum total and free prostate specific antigen concentrations. Urology
1997; 50: 239-243.

Dalton DL. Elevated serum prostate specific antigen due to acute
bacterial prostatitis. Urology 1989; 33: 465.

Semjonow A, Roth S, Hamm M, Rathert P. RE: nontraumatic elevation
of prostate specific antigen following cardiac surgery and
ekstracorporeal cardiopulmonary by-pass. J Urol 1995; 155: 295.

Lila H, Oldbring J, Rannevik G, et al. Seminal vesicle-secreted
proteins and their reactions during gelation and liquefaction of human
semen. J Clin Invest 1987; 80: 281-285.

Lilja H, Abrahamsson PA. Three predominant proteins secreted by the
human prostate gland. Prostate 1998; 12: 29-38.

Chybowski FM, Bergstraln EJ, Oesterling JE. The effect of digital
rectal examination on the serum prostate specific antigen
concentration: results of a randomized study. J Urol 1992; 148: 83-86.
Oesterling JE, Jacobsen SJ, Chute CG, et al. Serum PSA in a
commnity based population of healty men: Establishement of age
reference rangers. JAMA 1993; 270: 860-864.

Tefik T, Sanli O, Esen T. Klinik pratikte prostat biyopsi endikasyonu
icin PSA’nin kullanimi. Baltaci S. Urolojide Yeni Ufuklar. Ankara:
Ayrinti Basimevi, 2010: 19-32.

Carter HB, Ferruci L, Kettermann A, et al. Detection of life- threatening
prostate cancer with prostate spesific antigen velocity during a window
of curability. J Natl Cancer Inst 2006; 98: 1521-1527.

78



67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

Benson MC, Whang IS, Olsson CA, et al. Use of prostate specific
antigen density to enhance predictive value of intermediate levels of
serum PSA. J Urol 1992; 147: 817-821.

Catalona WJ, Beiser JA, Smith DS. Serum free PSA and PSA density
measurement for predicting cancer in men with prior negative prostatic
biopsies. J Urol 1997; 158: 2162-2167.

Djavan B, Zlotta A, Remzi M, et al. Optimal predictors of prostate
cancer on repeat prostate biopsy: a prospective study of 1051 men. J
Uro 2000; 163: 1144-1148.

Catalona WJ, Richie JP, deKernion JB. Comparison of PSA
concentration versus PSA density in the early detection of prostate
cancer: ROC curves. J Urol 1994; 152: 2031-2036.

Kalish J, Cooner WH, Graham SD. Serum PSA adjusted for volume of
transition zone (PSAT) is more accurate than PSA adjusted for total
gland volume (PSAD) in detecting adenocarcinoma of the prostate.
Urology 1994; 43: 601.

Catalona WJ, Partin AW, Slawin KM, et al. A multicenter clinical trial
evaluation of free PSA in the differentiation of prostate cancer from
benign disease. J Urol 1997; 157(2): 111, abstract 434.

Lila H, Haese A, Bjork T, et al. Significance and metabolism of
complexed and noncoplexed PSA forms and human kallikrein 2 in
clinically localized prostate cancer before and after radical
prostatectomy. J Urol 1999; 162: 2029-2034.

Parsons JK, Brawer MK, Cheli CD, et al. Complexed PSA reduces
unnecessary prostate biopsies in the 2,6-4 ng/mL range of total PSA.
BJU Int 2004; 94: 47-50.

Djavan B, Remzi M, Zlotta R, et al. CPSA, CPSAD of total and
transitional zone, C/T PSA ratio, f/t PSA ratio, density of total and
transition zone PSA: Results of the prospective multicenter European
trial. Urology 2002; 60: 4-9.

Croal BL, Mitchell ID, Dickie A, et al. Complexed PSA and complexed
PSA/prostate volume ratio in the di-agnosis of prostatic carcinoma.
Clin Chem 1999; 45: A108.

79



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

Mitchell ID, Croal BL, Dickie A, et al. A prospective study to evaluate
the role of complexed prostate specific antigen ratio for the diagnosis
of prostate cancer. J Urol 2001; 165: 1549-1553.

Deveci K, Comakh T, Ustiiner F ve ark. Prostat kanseri tanisinda total
prostat spesifik antijen, kompleks prostat spesifik antijen ve bunlarin
voliim iligkili formlarinin deg@eri. Turk Uroloji Dergisi 2008; 34(4): 407-
412.

Kloosterman WP, Plasterk RH. The diverse functions of microRNAs in
animal development and disease. Dev Cell 2006; 11: 441-450.

lorio MV, Croce CM. MicroRNAs in cancer: small molecules with a
huge impact. J Clin Oncol 2009; 27: 5848-5856.

Cheng AM, Byrom MW, Shelton J, Ford LP. Antisense inhibition of
human miRNAs and indications for an involvement of miRNA in cell
growth and apoptosis. Nucleic Acids Res 2005; 33(4): 1290-1297.
Sevignani C, Calin GA, Siracusa LD, Croce CM. Mammalian
microRNAs: a small world for fine-tuning gene expression. Mamm
Genome 2006; 17(3): 189-202.

Calin GA, Ferracin M, Cimmino A, et al. A microRNA signature as
sociated with prognosis and progression in chronic lymphocytic
leukemia. New Engl J Med 2005; 353(17): 1793-1801.

Ambros V, Chen X. The regulation of genes and genomes by small
RNAs. Development 2007; 134(9): 1635-1641.

Bahadori M. New advances in RNAs. Arch Iran Med 2008; 11(4): 435-
443

Napoli C, Lemieux C, Jorgensen R. Introduction of a chimeric
chalcone synthase gene into Petunia result in supression of
homologous revesible co-supression of homologous genes in trans.
The Plant Cell 1990; 2: 279-289.

Alexander R, Krol VD, Lenting PE, et al. An anti-sense chalgone
synthase gene in transgenic plants inhibits flower pigmentation.
Nature 1988; 333: 866-869.

Jorgensen RA, Cluster PD, English J, Que Q, Napoli CA. Chalgone
synthase cosupression phenotypes in petunia flovers: comparison of

80



89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

sense vs. antisense constructs and single-copy vs.compleks T-DNA
sequences. Plant Mol Biol 1996; 32(5): 957-973.

Jorgensen RA. Altered gene expression in plants due to trans
interactions between homologous genes. Trends Biotechnology 1990;
8: 340-344.

Guo S, Kemphues KJ. A gene required for establishing polarity in C.
elegans embryos, encodes a putative Ser/Thr kinase that is
asymmetrically distributed. Cell 1995; 81: 611-620.

Fire A, Xu S, Montgomery MK, et al. Potent and spesific genetic
interference by double stranded RNA in Caenorhabtidis elegans.
Nature 1998; 391(6669): 806-811.

Karaguzel A, Kalay E, Celep F. RNA interferans (RNAi): gen
sessizlestirilmesi ve tedavi edici uygulamalari. Uludag Universitesi Tip
Fakultesi Dergisi 2007; 33(1): 41-44.

Shomron N, Levy C. MicroRNA-biogenesis and pre-mRNA splicing
crosstalk. Journal of Biomedicine and Biotechnology 2009; Article
ID:594678, doi:10.1155/2009/594678.

Lee Y, Ahn C, Han J, et al. The nuclear RNase Ill Drosha initiates
microRNA processing. Nature 2003; 425: 415-419.

Rodriguez A, Griffiths-Jones S, Ashurst JL, Bradley A. Identification of
mammalian microRNA host genes and transcription units. Genome
Res 2004; 14: 1902-1910.

Ying SY, Chang CP, Lin SL. Intron-mediated RNA interference,
intronic microRNAs, and applications. Methods Mol Biol 2010; 629:
205-237.

Lagos-Quintana M, Rauhut R, Meyer J, et al. New microRNAs from
mouse and human. RNA 2003; 9: 175-179.

Saini HK, Griffiths-Jones S, Enright AJ. Genomic analysis of human
microRNA transcripts. Proc Natl Acad Sci USA 2007; 104: 17719-
17724,

Goodfellow SJ, White RJ. Regulation of RNA polymerase Il
transcription during mammalian cell growth. Cell Cycle 2007; 6: 2323-
2326.

81



100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

Felton-Edkins ZA, Kenneth NS, Brown TR, et al. Direct regulation of
RNA polymerase Il transcription by RB, p53 and c-Myc. Cell Cycle
2003; 2: 181-184.

Scott PH, Cairns CA, Sutcliffe JE, et al. Regulation of RNA
polymerase Il transcription during cell cycle entry. J Biol Chem 2001;
276:1005-1014.

White RJ, Gottlieb TM, Downes CS, Jackson SP. Cell cycle regulation
of RNA polymerase Il transcription. Mol Cell Biol 1995; 15: 6653-
6662.

Costanzo G, Camier S, Carlucci P, et al. RNA polymerase |li
transcription complexes on chromosomal 5S rRNA genes in vivo:
TFIIIB occupancy and promoter opening. Mol Cell Biol 2001; 21: 3166-
3178.

Young LS, Rivier DH, Sprague KU. Sequences far downstream from
the classical tRNA promoter elements bind RNA polymerase Il
transcription factors. Mol Cell Biol 1991; 11: 1382-1392.

Besser D, Gotz F, Schulze-Forster K, et al. DNA methylation inhibits
transcription by RNA polymerase Il of a tRNA gene, but not of a 5S
rRNA gene. FEBS Lett. 1990; 269: 358-362.

Kassavetis GA, Riggs DL, Negri R, et al. Transcription factor IlIB
generates extended DNA interactions in RNA polymerase Il
transcription complexes on tRNA genes. Mol. Cell Biol. 1989; 9: 2551-
2566.

Chen CZzZ, Li L, Lodish HF, Bartel DP. MicroRNAs modulate
hematopoietic lineage differentiation. Science 2004; 303: 83-86.
Borchert GM, Lanier W, Davidson BL. RNA polymerase Ill transcribes
human microRNAs. Nat Struct Mol Biol 2006; 13: 1097-1101.

Hess J, Perez-Stable C, Wu GJ, et al. End-to-end transcription of an
Alu family repeat. A new type of polymerase-Ill-dependent terminator
and its evolutionary implication. J Mol Biol 1985; 184: 7-21.

Gu TJ, Yi X, Zhao XW, et al. Alu-directed transcriptional regulation of
some novel miRNAs. BMC Genomics 2009; 10: 563.

82



111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

Lee Y, Kim M, Han J, et al. MicroRNA genes are transcribed by RNA
polymerase II. EMBO J. 2004; 23: 4051-4060.
Han J, Lee Y, Yeom KH, et al. Molecular basis for the recognition of
primary microRNAs by the Drosha-DGCR8 complex. Cell 2006; 125:
887-901.
Cai X, Hagedorn CH, Cullen BR. Human micro-RNAs are processed
from capped, polyadenylated transcripts that can also function as
MRNAs. RNA 2004; 10: 1957-1966.
Gregory RI, Yan KP, Amuthan G, et al. The Microprocessor complex
mediates the genesis of microRNAs. Nature 2004; 432: 235-240.
Yi R, Qin Y, Macara IG, Cullen BR. Exportin-5 mediates the nuclear
export of pre-microRNAs and short hairpin RNAs. Genes Dev 2003;
17: 3011-3016.
Meister G, Tuschl T. Mechanisms of gene silencing by double-
stranded RNA. Nature 2004; 431: 343-349.
Lund E, Guttinger S, Calado A, Dahlberg JE, Kutay U. Nuclear export
of microRNA precursors. Science 2004; 303: 95-98.
Haase A, Jaskiewicz L, Zhang H, et al. TRBP, a regulator of cellular
PKR and HIV-1 virus expression, interacts with Dicer and functions in
RNA silencing. EMBO Rep 2005; 6(10): 961-967.
Zhang H, Kolb FA, Jaskiewicz L, Westhof E, Filipowicz W. Single
processing center models for human Dicer and bacterial RNase |II.
Cell 2004; 118: 57-68.
Czech B, Zhou R, Erlich Y, et al. Hierarchical rules for Argonaute
loading in Drosophila. Mol Cell 2009; 36: 445-456.
Hu HY, Yan Z, Xu Y, et al. Sequence features associated with
microRNA strand selection in humans and flies. BMC Genomics 2009;
10: 413.
Okamura K, Lai EC. Endogenous small interfering RNAs in animals.
Nat Rev Mol Cell Biol 2008; 9: 673-678.
Seitz H, Ghildiyal M, Zamore PD. Argonaute loading improves the 5’
precision of both MicroRNAs and their miRNA* strands in flies. Curr
Biol 2008; 18: 147-151.

83



124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

Packer AN, Xing Y, Harper SQ, et al. The bifunctional microRNA miR-
9/miR-9* regulates REST and CoREST and is downregulated in
Huntington’s disease. J Neurosci 2008; 28: 14341-14346.

Hammond SM, Bernstein E, Beach D, et al. An RNA-directed
nuclease mediates post-transcriptional gene silencing in Drosophila
cells. Nature 2000; 404(6775): 293-296.

Lewis BP, Burge CB, Bartel DP. Conserved seed pairing, often
flanked by adenosines, indicates that thousands of human genes are
microRNA targets. Cell 2005; 120: 15-20.

Schwarz DS, Hutvagner G, Du T, et al. Asymmetry in the assembly of
the RNAi enzyme complex. Cell 2003; 115(2): 199-208.

Karginov FV, Conaco C, Xuan Z, et al. Biochemical approach to
identifying microRNA targets. Proc Natl Acad Sci USA 2007; 104(49):
19291-19296.

Lewis BP, Shih IH, Jones-Rhoades MW, et al. Prediction of
mammalian microRNA targets. Cell 2003; 115(7): 787-798.

Hutvagner G, Zamore PD. A microRNA in a multiple-turnover RNAI
enzyme complex. Science 2002; 297(5589): 2056-2060.

Wu L, Fan J, Belasco JG. MicroRNAs direct rapid deadenylation of
MRNA. Proc Natl Acad Sci USA 2006; 103(11): 4034-4039.

Petersen CP, Bordeleau ME, Pelletier J, Sharp PA. Short RNAs
repress translation after initiation in mammalian cells. Mol Cell 2006;
21(4): 533-542.

Pillai RS, Bhattacharyya SN, Artus CG, et al. Inhibition of translational
initiation by Let-7 MicroRNA in human cells. Science 2005; 309(5740):
1573-1576.

Wang B, Love TM, Call ME, Doench JG, Novina CD. Recapitulation of
short RNA-directed translational gene silencing in vitro. Mol Cell 2006;
22(4): 553-560.

Olsen PH, Ambros V. The Ilin-4 regulatory RNA controls
developmental timing in Caenorhabditis elegans by blocking LIN-14
protein synthesis after the initiation of translation. Dev Biol 1999;
216(2): 671-680.

84



136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144,

145.

146.

147.

Wightman B, Ha |, Ruvkun G. Posttranscriptional regulation of the
heterochronic gene lin-14 by lin-4 mediates temporal pattern formation
in C. elegans. Cell 1993; 75(5): 855-862.

Humphreys DT, Westman BJ, Martin DI, Preiss T. MicroRNAs control
translation initiation by inhibiting eukaryotic initiation factor 4E/cap and
poly(A) tail func tion. Proc Natl Acad Sci USA 2005; 102(47): 16961-
16966.

Nissan T, Parker R. Computational analysis of miRNA-mediated
repression of translation: implications for models of translation
initiation inhibition. RNA 2008; 14(8): 1480-1491.

Bartel DP. MicroRNAs: genomics, biogenesis, mechanism, and
function. Cell 2004; 116: 281-297.

Xie XH, Lu J, Kulbokas EJ, et al. Systematic discovery of regulatory
motifs in human promoters and 3' UTRs by comparison of several
mammals. Nature 2005; 434: 338-345.

Shyu AB, Wilkinson MF, van Hoof A. Messenger RNA regulation: to
translate or to degrade. EMBO J 2008; 27: 471-481.

Schaefer A, Jung M, Kristiansen G, et al. MicroRNAs and cancer:
current state and future perspectives in urologic oncology. Urol Oncol
2009; 28: 4-13.

Brennecke J, Stark A, Russell RB, et al. Principles of microRNA-target
recognition. PLoS Biol 2005; 3: e85.

Filipowicz W, Bhattacharyya SN, Sonenberg N. Mechanisms of
posttranscriptional regulation by microRNAs: are the answers in sight?
Nat Rev Genet 2008; 9: 102-114.

Nana-Sinkam SP, Croce CM. MicroRNA in chronic lymphocytic
leukemia: transitioning from laboratory-based investigation to clinical
application. Cancer Genet Cytogenet 2010; 203: 127-133.

Farazi TA, Spitzer JI, Morozov P, Tuschl T. miRNAs in human cancer.
J Pathol 2011; 223: 102-115.

Lee YS, Dutta A. MicroRNAs in cancer. Annu Rev Pathol Mech Dis
2009; 4: 199-227.

85



148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

Cowland JB, Hother C, Gronbaek K. MicroRNAs and cancer. APMIS
2007; 115: 1090-1106.

Esteller M. Epigenetics in cancer. N Engl J Med 2008; 358: 1148-
1159.

Yang N, Coukos G, Zhang L. MicroRNA epigenetic alterations in
human cancer: one step forward in diagnosis and treatment. Int J
Cancer 2008; 122: 963-968.

Guil S, Esteller M. DNA methylomes, histone codes and miRNAs:
tying it all together. Int J Biochem Cell Biol 2009; 41: 87-95.

Hanahan D, Weinberg RA. The hallmarks of cancer. Cell 2000; 100:
57-70.

Baranwal S, Alahari SK. miRNA control of tumor cell invasion and
metastasis. Int J Cancer 2009; 126: 1283-1290.

lorio MV, Ferracin M, Liu CG, et al. MicroRNA gene expression
deregulation in human breast cancer. Cancer Res 2005; 65(16): 7065-
7070.

He L, Thomson JM, Hemann MT, et al. A microRNA polycistron as a
potential human oncogene. Nature 2005; 435(7043): 828-833.

Mendell JT. miRiad roles for the miR-17-92 cluster in development and
disease. Cell 2008;133(2):217-222.

Tili E, Michaille JJ, Cimino A, et al. Modulation of miR-155 and miR-
125b levels following lipopolysaccharide/TNF-alpha stimulation and
their possible roles in regulating the response to endotoxin shock. J
Immunol 2007; 179(8): 5082-5089.

Thai TH, Calado DP, Casola S, et al. Regulation of the germinal
center response by microRNA-155. Science 2007; 316(5824): 604-
608.

Cully M, You H, Levine AJ, et al. Beyond PTEN mutations: the PI3K
pathway as an integrator of multiple inputs during tumorigenesis. Nat
Rev Cancer 2006; 6(3): 184-192.

Asangani IA, Rasheed SA, Nikolova DA, et al. MicroRNA-21 (miR-21)

post-transcriptionally downregulates tumor suppressor Pdcd4 and

86



161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

stimulates invasion, intravasation and metastasis in colorectal cancer.
Oncogene 2008; 27(15): 2128-2136.

Frankel LB, Christoffersen NR, Jacobsen A, et al. Programmed cell
death 4 (PDCD4) is an important functional target of the microRNA
miR-21 in breast cancer cells. J Biol Chem 2008; 283(2): 1026-1033.
Meng F, Henson R, Wehbe-Janek H, et al. MicroRNA-21 regulates
expression of the PTEN tumor suppressor gene in human
hepatocellular cancer. Gastroenterology 2007; 133(2): 647-658.

Calin GA, Cimmino A, Fabbri M, et al. miR-15a and miR-16-1 cluster
functions in human leukemia. Proc Natl Acad Sci USA 2008; 105(13):
5166-5171.

Cimmino A, Calin GA, Fabbri M, et al. miR-15 and miR-16 induce
apoptosis by targeting BCL2. Proc Natl Acad Sci USA 2005; 102(39):
13944-13949.

Calin GA, Dumitru CD, Shimizu M, et al. Frequent deletions and down-
regulation of micro-RNA genes miR15 and miR16 at 13q14 in chronic
lymphocytic leukemia. Proc Natl Acad Sci USA 2002; 99: 15524-
15529.

Takamizawa J, Konishi H, Yanagisawa K, et al. Reduced expression
of the let-7 microRNAs in human lung cancers in association with
shortened postoperative survival. Cancer Res 2004; 64(11): 3753-
3756.

Calin GA, Croce CM. MicroRNA signatures in human cancers. Nat
Rev Cancer 2006; 6: 857-866.

Volinia S, Calin GA, Liu CG, et al. A microRNA expression signature of
human solid tumors defines cancer gene targets. Proc Natl Acad Sci
USA 2006; 103: 2257-2261.

Lu J, Getz G, Miska EA, et al. MicroRNA expression profiles classify
human cancers. Nature 2005; 435(7043): 834-838.

Gaur A, Jewell DA, Liang Y, et al. MA: Characterization of microRNA
expression levels and their biological correlates in human cancer cell
lines. Cancer Res 2007; 67(6): 2456-2468.

87



171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

Rosenfeld N, Aharonov R, Meiri E, et al. MicroRNAs accurately
identify cancer tissue origin. Nat Biotechnol 2008; 26: 462-469.
Saini S, Majid S, Yamamura S, et al. Regulatory role of miR-203 in
prostate cancer progression and metastasis. Clin Cancer Res 2011;
17(16): 5287-5298. doi: 10.1158/1078-0432.CCR-10-2619.
Lodes MJ, Caraballo M, Suciu D, et al. Detection of cancer with serum
MiRNAs on an oligonucleotide microarray. PLoS One 2009;4: e6229.
Brase JC, Johannes M, Schlomm T, et al. Circulating miRNAs are
correlated with tumor progression in prostate cancer. Int J Cancer
2011; 128: 608—616.
Zhang HL, Yang LF, Zhu Y, et al. Serum miRNA-21: elevated levels in
patients with metastatic hormone-refractory prostate cancer and
potential predictive factor for the efficacy of docetaxel-based
chemotherapy. Prostate 2011; 71: 326—331.
Chen Z, Zhang G, Li H, et al. A panel of five circulating microRNA as
potential biomarkers for prostate cancer. The Prostate 2012; 72(13):
1443-52. doi: 10.1002/pros.22495.
Moltzahn F, Olshen AB, Baehner L, et al. Microfluidic-based multiplex
gRT-PCR identifies diagnostic and prognostic micro-RNA signatures in
the sera of prostate cancer patients. Cancer Res 2010; 71(2): 550—
560.
Dong Q, Meng P, Wang T, et al. MicroRNA let-7a inhibits proliferation
of human prostate cancer cells in vitro and in vivo by targeting E2F2
and CCND2. PLoS One 2010; 5(4): el0147. doi:
10.1371/journal.pone.0010147.
Liu C, Kelnar K, Vlassov AV, et al. Distinct microRNA expression
profiles in prostate cancer stem/progenitor cells and tumor-
suppressive functions of let-7. Cancer Res 2012; 72(13): 3393-3404.
doi: 10.1158/0008-5472.CAN-11-3864.
Nadiminty N, Tummala R, Lou W, et al. MicroRNA let-7c suppresses
androgen receptor expression and activity via regulation of Myc
expression in prostate cancer cells. J Biol Chem 2012; 287(2): 1527-
1537.

88


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dong%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20418948
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meng%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20418948
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20418948
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20418948
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22719071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kelnar%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22719071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vlassov%20AV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22719071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=let-7b%20microRNA%20prostate%20cancer
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nadiminty%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22128178
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tummala%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22128178
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lou%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22128178
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=22128178

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

Stahlhut Espinosa CE, Slack FJ. The role of microRNAs in cancer.
Yale J Biol Med 2006; 79(3-4): 131-140.

Takeshita F, Patrawala L, Osaki M, et al. Systemic delivery of
synthetic microRNA-16 inhibits the growth of metastatic prostate
tumors via downregulation of multiple cell-cycle genes. Mol Ther 2010;
18(1): 181-187.

Gong A, Eischeid AN, Xiao J, et al. miR-17-5p targets the p300/CBP-
associated factor and modulates androgen receptor transcriptional
activity in cultured prostate cancer cells. BMC Cancer 2012; 12: 492.
doi: 10.1186/1471-2407-12-492.

Li F, Wang Y, Zeller KI, et al. Myc stimulates nuclearly encoded
mitochondrial genes and mitochondrial biogenesis. Molecular and
Cellular Biology 2005; 25: 6225-6234.

Hagman Z, Larne O, Edsjo A, et al. miR-34c is downregulated in
prostate cancer and exerts tumor suppressive functions. Int J Cancer
2010; 127(12): 2768-2776. doi: 10.1002/ijc.25269.

Sun D, Lee YS, Malhotra A, et al. miR-99 family of MicroRNAs
suppresses the expression of prostate-specific antigen and prostate
cancer cell proliferation. Cancer Res 2011; 71(4): 1313-1324.

Xu B, Niu X, Zhang X, et al. miR-143 decreases prostate cancer cells
proliferation and migration and enhances their sensitivity to docetaxel
through suppression of KRAS. Mol Cell Biochem 2011; 350: 207-213.
Clape C, Fritz V, Henriquet C, et al. miR-143 interferes with ERK5
signaling, and abrogates prostate cancer progression in mice. PL0oS
One 2009; 4: e7542.

Friedman RC, Farh KK, Burge CB, Bartel DP. Most mammalian
MRNAs are conserved targets of microRNAs. Genome Res 2009; 19:
92-105.

Suh SO, Chen Y, Zaman MS, et al. MicroRNA-145 is regulated by
DNA methylation and p53 gene mutation in prostate cancer.
Carcinogenesis 2011; 32(5): 772-778.

Heneghan HM, Miller N, Kelly R, et al. Systemic miRNA-195
differentiates breast cancer from other malignancies and is a potential

89


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stahlhut%20Espinosa%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17940623
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Slack%20FJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17940623
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=17940623
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takeshita%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19738602
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Patrawala%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19738602
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Osaki%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19738602
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=19738602
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gong%20AY%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eischeid%20AN%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xiao%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hagman%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21351256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Larne%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21351256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Edsj%C3%B6%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21351256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=21351256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sun%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21212412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20YS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21212412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Malhotra%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21212412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=21212412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Suh%20SO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21349819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21349819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zaman%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21349819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=21349819

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

biomarker for detecting noninvasive and early stage disease.
Oncologist 2010; 15: 673-682.
Lin SL, Chiang A, Chang D, Ying SY. Loss of mir-146a function in
hormone-refractory prostate cancer. RNA 2008; 14: 417-424.
Labbaye C, Spinello I, Quaranta MT, et al. A three-step pathway
comprising PLZF/miR-146a/CXCR4 controls megakaryopoiesis.
Nature Cell Biology 2008; 10: 788—801.
Noonan EJ, Place RF, Pookot D, et al. miR-449a targets HDAC-1 and
induces growth arrest in prostate cancer. Oncogene 2009; 28: 1714—
1724.
Ozen M, Creighton CJ, Ozdemir M, Ittmann M. Widespread
deregulation of microRNA expression in human prostate cancer.
Oncogene 2008; 27: 1788-1793.
Tong AW, Fulgham P, Jay C, et al. MicroRNA profile analysis of
human prostate cancers. Cancer Gene Therapy 2009; 16(3): 206—
216. doi: 10.1038/cgt.2008.77.
Poliseno L, Salmena L, Riccardi L. Identification of the miR-106b~25
microRNA cluster as a proto-oncogenic PTEN-targeting intron that
cooperates with its host gene MCM7 in transformation. Sci Signal
2010; 3(117): ra29. doi:10.1126/scisignal.2000594.
Ambs S, Prueitt RL, Yi M, et al. Genomic profiling of microRNA and
messenger RNA reveals deregulated microRNA expression in
prostate cancer. Cancer Research 2008; 68: 6162—6170.
Mahn R, Heukamp LC, Rogenhofer S, et al. Circulating microRNAs
(miRNA) in serum of patients with prostate cancer. Urology 2011; 77:
1265 e9—e16.
Wu Z, Sun H, Zeng W, et al. Upregulation of mircoRNA-370 induces
proliferation in human prostate cancer cells by downregulating the
transcription factor FOXO1. PLoS One 2012; 7(9): e45825. doi:
10.1371/journal.pone.0045825.
Emerk K. Hiicre buylmesi, farklilasmasi ve kanser. Onat T, Emerk K,
Sézmen EY. insan Biyokimyasi. 2. Baski. Ankara: Palme Yayincilik,
2006: 691-742.

90


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Wu%20Z%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Sun%20H%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Zeng%20W%5Bauth%5D
http://dx.doi.org/10.1371%2Fjournal.pone.0045825

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

2009.

210.

Watahiki A, Wang Y, Morris J, et al. MicroRNAs associated with
metastatic prostate cancer. PLoS ONE 2011; 6(9): e24950.
doi:10.1371/journal.pone.0024950.

Schaefer A, Jung M, Mollenkopf HJ, et al. Diagnostic and prognostic
implications of microRNA profiling in prostate carcinoma. Int J Cancer
2010; 126: 1166-1176.

Hellwinkel OJC, Sellier C, Sylvester YJ, et al. A cancer-indicative
microRNA pattern in normal prostate tissue. Int J Mol Sci 2013; 14:
5239-5249. doi:10.3390/ijms14035239

Watahiki A, Macfarlane RJ, Gleave ME, et al. Plasma miRNAs as
biomarkers to identify patients with castration-resistant metastatic
prostate cancer. Int. J Mol Sci 2013; 14. 7757-7770.
doi:10.3390/ijms14047757

Peltier HJ, Latham GJ. Normalization of microRNA expression levels
in quantitative RT-PCR assays: identification of suitable reference
RNA targets in normal and cancerous human solid tissues. RNA 2008;
14: 844-852

Bonci D, Coppola V, Musumeci M, et al. The miR-15a-miR-16-1
cluster controls prostate cancer by targeting multiple oncogenic
activities. Nat Med 2008; 14: 1271-1277.

Schaefer A, Jung M, Miller K, et al. Suitable reference genes for
relative quantification of miRNA expression in prostate cancer. Exp
Mol Med 2010; 42: 749-758.

Shi XB, Xue L, Ma AH, et al. miR-125b promotes growth of prostate
cancer xenograft tumor through targeting proapoptotic genes. Prostate
2011; 71: 538-549.

Szczyrba J, Loprich E, Wach S, et al. The microRNA profile of prostate
carcinoma obtained by deep sequencing. Mol Cancer Res 2010; 8:
529-538.

91



SIMGELER VE KISALTMALAR

ML: Mikrolitre
3’-UTR: 3’ ucu yazilima ugramayan bdlge (3’-untranslated region)
A2M: a-2 makroglobulin
A2M-PSA: a-2 Makroglobulin Bagli PSA
ACT: a-1 antikimotripsin (antichymotrypsin)
ACT-PSA: a-1 Antikimotripsin Bagli PSA
Ago: Argonaute
AMACR: a-methyl-CoA racemace
API: a-1 proteaz inhibitor
API-PSA: a-1 Proteaz inhibitér Bagl PSA
BPH: Benign Prostat Hipertrofisi
BPSA: Benign PSA
BT: Bilgisayarli Tomografi
cDNA: Komplementer DNA (complementary DNA)
CEA: Karsinoembriyonik Antijen (carcinoembryonic antigen)
Cl: Guven araligi (Confidence Interval)
CNRQ: Kalibre normalize goreceli miktari (Calibrated normalized relative
guantity)
cPSA: Bagl PSA (complexed PSA)
Ct: D6ngl zamani (Cycle time)
DGCRS8: Di George syndrome critical region gene 8
DHT: Dihidrotestosteron
DNA: Deoksiribonukleik asit
DNaz: Deoksiribonukleaz
dsRBD: Cift zincirli RNA bagdlayici bolge (double stranded RNA binding domain)
dsRBP: Cift iplikcikli RNA baglayici protein (double-stranded RNA binding
protein)
dsRNA: Cift zincirli RNA’'nin (double-stranded RNA)
DUSG: Direkt Uriner Sistem Grafisi
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EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit

GTP: Guanozin trifosfat (Guanosine triphosphate)

hCG: insan Koryonik Gonadotropini (human chorionic gonadotropin)
HGPIN: Yuksek dereceli PIN (High Grade PIN)

IVP: Intraven6z Pyelogram

iPSA: intakt PSA

LGPIN: Dusuk dereceli PIN (Low Grade PIN)

MIRNA: mikroRNA

mL: Mililitre

MRG: Magnetik Rezonans Goruntuleme

mRNA: Mesaijci ribonukleik asit

ORF: Acik okuma cercevesi (open reading frame)

PAP: Prostatik Asit Fosfataz (Prostatic Acid Phosphatase)

PIN: Prostatik intraepitelyal Neoplazi

piRNA: piwi-etkilesimli RNA (piwi-interacting RNA)

pol II: RNA polimeraz Il

pol Ill: RNA polimeraz 11l

pre-miRNA: prekirsér miRNA

pre-mRNA: Prekirsor mRNA

pre-mRNA: prekursor mRNA

pri-miRNA: primer miRNA

PRM: Parmakla Rektal Muayene

PSA: Prostat Spesifik Antijen

PSAD: PSA dansitesi

PSMA: Prostat Spesifik Membran Antijeni

gRT-PCR: Kantitatif ters transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (quantitative
reverse transcription polymerase chain reaction)

RISC: RNA-indUklenmis susturma kompleksi (RNA-induced silencing complex)
RNAi: RNA interferansi

RNaz IlI: Ribonukleaz Il

RNaz: Ribonukleazsiz

ROC: Alici isletim karakteristik (receiver operating characteristic) egrileri
rpm: Dakikadaki devir sayisi (Revolutions per minute)
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rRNA: Ribozomal RNA

s/T PSA: Serbest-total PSA orani

siRNA: Kuguk interfere edici RNA (small interfering RNA)
SPSA: Serbest prostat spesifik antijen

T-PSA: Total prostat spesifik antijen

TRBP: TAR-RNA baglayici protein

tRNA: Tasiyici RNA

TRUS: Transrektal Ultrason

TUR: Transuretral rezeksiyon

TZPSAD: Transisyonel zon PSA dansitesi
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SEKILLER VE RESIMLER
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Sekil 1 (Prostatin zonal anatomisi.)

Sekil 2 (PSA biyosentezi ve alt tiplerinin olusumu.)

Sekil 3 (mikroRNA biyogenezi.)

Sekil 4 (Hasta-1 ile kontrol gruplarinda T PSA’'nin ROC egrisi.)

Sekil 5 (Hasta-1 ile kontrol gruplarinda s/T PSA oraninin ROC
egrisi.)

Sekil 6 (Hasta-1 ile kontrol gruplarinda miR-25-3p veri dagiliminin
%95 Cl'da gOsterimi.)

Sekil 7 (Hasta-1 ile kontrol gruplarinda miR-194-5p veri dagihminin
%95 Cl'da gosterimi.)

Sekil 8 (Hasta-1 ile kontrol gruplarinda miR-16-5p ROC egrisi.)

Sekil 9 (Hasta-1 ile kontrol gruplarinda s/T PSA + miR-16-5p
kombinasyonu ROC egrisi.)
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karsilastirimasinda ROC egrisi.)
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Sekil 18 (Hasta-2 ile hasta-1 gruplarinda s/T PSA + miR-203a
kombinasyonu ROC egrisi.)
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