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OZET

Baslik: mikroRNA’larin Prostat Kanseri ile Iliskisi

Amac: Benign prostat hiperplazili (BPH, 18) ve radikal prostatektomi
ameliyat1 Oncesi/sonrasi prostat kanserli (PK, 19+19) toplam 56 hasta
plazmasinda, sectigimiz 9 tane miRNA'nin ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesi, ardindan bu miRNA’larin hiicre kultirinde etkilerinin
incelenmesi ve hastalardan elde ettigimiz veriler ile kiltir ortaminda elde

ettigimiz veriler arasindaki iligkinin arastirilmasi amaclanmistir.

Kapsam: PK erkeklerde kanserden olimlerin en sik ikinci nedenidir.
Erken teshis durumunda, tedavi radikal prostatektomi gibi lokal
uygulamalardir ve yasam stresi uzundur. Ancak teshiste kullanilan prostata
Ozgu antijen seviyeleri (PSA), bircok nedenden dolay1 yiiksek ¢ikabilmekte ve
yanlis sonu¢ verebilmektedir. Bunun sonucu olarak bircok hastada gereksiz
girisimsel islemler yapilmaktadir. Dolayisiyla PKnin teghisinde yeni
belirteclere ihtiya¢ duyulmaktadir. Mikro RNA’lar (miRNA) 18-25 niikleotit
uzunlugunda protein kodlamayan RNA parcaciklaridir. Protein sentezinin
diizenlenmesinde gorev alirlar. Bircok kanser tiirtinde ekspresyon
diizeylerinde meydana gelen farkliliklar nedeniyle, tiimér baskilayic1 veya
onkogen olarak kanser gelisiminde rol oynadiklar: bilinmektedir. miRNA’larin
prostat kanserindeki diizeylerinin belirlenmesi ve etki mekanizmalarinin
aciga cikarilmasinin kanser tani ve tedavisi agisindan yararli olabilecegi

distunilmektedir.

Yontem: Calismamizda, nicel es zamanh polimer zincir reaksiyonu (qRT-
PCR) yontemi ile PK’'li ve BPH’li hasta plazmalarinda dokuz adet miRNA’nmin
ekspresyon dizeyleri o6l¢iildi. PK’li hastalarda, radikal prostatektomi
ameliyatindan once ve sonra olmak tlzere iki kez ol¢im yapildi. Boylelikle
miRNA’larin tedaviden sonra ekspresyon diizeylerinde bir degisim olup
olmadig1 da karsilastirilabildi. Deneylerimizin hiicre kiiltiirii agamasinda, DU
145 hiicrelerine, anlamli farklilik bulunan ti¢ miRNA (miR-125b-5p, miR-145-
5p, miR-221-3p) agonistinin (mimik) transfeksiyon iglemi gerceklestirildi.
Transfekte hiicrelerin 3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
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bromide (MTT) yontemiyle canlilik oranlar: 6l¢lildi. Ayrica ELISA yontemiyle
apoptoz (kaspaz 3-8-9) ile migrasyon ve anjiogenez i¢in gosterge olan matriks
metalloproteinaz (MMP) 2-9 dizeyleri olcildi. Daha sonra hiicreler
Hematoksilen Eosin boyama, Bax/ Bcl-2 immiinositokimya boyama ve
migrasyon testi (yara iyilesme testi) yapilarak incelendi. Boylelikle bu

miRNA’larin tedavi edici etkinligi de arastirildi

Bulgular: Elde ettigimiz bulgulara gore, PK hastalarinda miRNA’lardan
dort tanesinin (miR-125b-5p, miR-145-5p, miR-221-3p, miR-130b-3p)
ekspresyon diizeyleri BPH’li hastalara gore anlamli diizeyde disik bulundu.
miR-125b-5p, miR-145-5p ve miR-221-3p’nin DU 145 insan PK hiicrelerinin
¢ogalmasim Ugilincl ginde sirasiyla % 37, % 28 ve % 18 (p=0,0001, p=0,0051,
p=0,276) oraninda baskiladigr gozlendi. Mimiklerin tamaminin kaspaz 3
diizeyini arttirdigr goézlendi. Kaspaz 8 diizeyini ise miR-125b-5p ve miR-221-
3p'nin  arttirdigt  bulundu. Bax/Bcl-2 boyama yapilan hiicrelerde
mimiklerimizin hepsinin apoptozu arttirdigi sonucu elde edildi. Migrasyon
testinde mimik uygulanan ti¢ grupta da yara alaninin daha yavas kapandig
gozlendi. Ayrica, sadece miR-221-3p'nin MMP-9 diizeyini anlamlh diizeyde
distrdigu tespit edildi.

Sonuc¢: miR-125b-5p, miR-145-5p, miR-221-3p ve miR-130b-3p’nin PK’li
hastalarda diizeyleri diisiik bulundu. Belirlenen miRNA’lar hiicrelere
transfekte edildiginde hiicre ¢ogalmasini baskiladiklari, apoptozu artirdiklar,
migrasyon ve metastazi azalttiklar1 gorildi. Bu veriler 1siginda bu
miRNA’larin PK’nin tan1 ve tedavisine katki saglayabilecekleri
diigiiniilmektedir. Ozellikle daha genis hasta popiilasyonlarinda bu
miRNA’larin arastirilmasi sonucu, hazirlanacak biyobelirte¢ panellerinde

kendilerine yer bulabileceklerine inanilmaktadar.

Anahtar Kelimeler: mikroRNA, Prostat Kanseri, PCR, Hiicre Kulturu
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SUMMARY

Title: The effect of micro RNA in prostate cancer

Aim: We aimed to determine the expression levels of 9 selected miRNAs
in plasmas of 56 patients with benign prostatic hyperplasia (BPH, 18) and
with prostate cancer (PK, 19 + 19) before / after radical prostatectomy surgery.
Then, it was aimed to investigate the effects of these miRNAs on cell culture
and to investigate the relationship between the data obtained from the

patients and the data obtained from the culture media.

Content: PK is the second leading cause of cancer death in men. In the
case of early diagnosis, treatment of PK includes local applications such as
radical prostatectomy and the survivals of the patients are quite long.
However, The prostate-specific antigen levels used in the diagnosis could be
high and false for many reasons. As a result, unnecessary invasive procedures
are applied in many patients. Thus, new markers are needed in the diagnosis
of PK. Micro RNAs (miRNAs) are 18-25 nucleotides long, non-coding RNA
fragments. Due to differences in expression levels of miRNAs in many cancer
types, they are known to play a role in cancer development as a tumor
suppressor or oncogen. It is thought that determining the levels of miRNAs in
prostate cancer and revealing the mechanisms of their affects, could be useful

for cancer diagnosis and treatment.

Material method: In our study, the expression levels of nine miRNAs
were measured by quantitative reverse transcription-PCR (qRT-PCR) method
in plasmas of PK and BPH patients. Two measurements were performed
before and after radical prostatectomy in patients with PK. Thus, expression
levels of miRNAs were compared before and after surgery. Then, three of the
miRNAs (miR-125b-5p, miR-145-5p, miR-221-3p) agonists (mimics), which
found to be different, were transfected to DU 145 cells. The viability of the
transfected cells was measured by 3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide (MTT) method. Matrix metalloproteinase 2-9 levels which
are an indicator for migration and angiogenesis and the levels of apoptosis

(caspase 3-8-9) was also measured by ELISA. Then cells were examined by



Hematoxylin Eosin staining, Bax / Bcl-2 immunocytochemistry staining and
wound healing test. Thus, the therapeutic efficacy of these miRNAs was also

Iinvestigated.

Result: According to our findings, expression levels of four miRNAs
(miR-125b-5p, miR-145-5p, miR-221-3p, miR-130b-3p) were significantly lower
in patients with PK compared to patients with BPH. It was observed that miR-
125b-5p, miR-145-5p and miR-221-3p repressed growth of DU 145 human PK
cells respectively at 37 %, 28% and 18% rate on the third day (p = 0.0001, p =
0.0051, p = 0.276). It was observed that all mimics increased the caspase 3
levels. Caspase 8 levels were found to increase by miR-125b-5p and miR-221-
3p. It was found that all mimics increased apoptosis in Bax / Bcl-2 staining
cells. The wound healing test showed that the wound area closed more slowly
in all three mimics groups. In addition, miR-221-3p was found to significantly

reduce MMP-9 levels.

Conclusion: The expression levels of miR-125b-5p, miR-145-5p, miR-
221-3p and miR-130b-3p were found to be low in patients with PK. It was seen
that when miRNA mimics were transfected to the cells, they suppressed cell
proliferation, increased apoptosis, and reduced migration and metastasis. In
the light of these data, these miRNAs are thought to contribute to the
diagnosis and treatment of PC. It is believed that these miRNAs can be found
in biomarker panels to be prepared. Investigation of these miRNAs, especially

in larger patient populations are needed for further studies.

Key Words: microRNA, Prostate cancer, PCR, Cell Culture
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Simge ve Kisaltmalar Dizini

miRNA : mikroRNA

PK : Prostat Kanseri

BPH : Benign Prostat Hiperplazisi

AO : Radikal Prostatektomi Ameliyat1 Oncesi
AS : Radikal Prostatektomi Ameliyati Sonrasi

DU 145 : Prostat kanseri hiicre hatt1

PSA : Prostat Spesifik Antijen

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
RT-PCR : Gergek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bcl-2 : B-cell lymphoma 2

Bax : Bcl-2 iligkili protein X

PBS : Phosphate Buffered Saline

H-E : Hematoksilen Eozin

PMSF : Fenilmetilsilfonil florid

MTT : 3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide
UTR :  Genin kodlanmayan bolgesi (Untranslated region)
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1. GIRIS VE AMAC

Prostat kanseri (PK) erkeklerde en sik goriillen kanserlerden biridir ve
uzun siren tedavilere ragmen tekrarlama olasilig1 yliksektir (Siegel, Miller, &
Jemal, 2019). Bu hastaligin tanisinda prostat spesifik antijen (PSA) 6l¢imu
hala altin standart olmasina ragmen bazi kanserli hastalarda diisik veya
normal ¢ikmasinin yanisira benign prostat hiperplazili (BPH) hastalarda
yiksek cikabilmektedir. Kesin tani, biyopsi yapilarak konmaktadir. Bunun
sonucu olarak cok sayida hastaya yanlighkla biyopsi yapilmaktadir (Szeliski,
Adamowicz, Gastecka, Drewa, & Pokrywczynska, 2018). Ayrica hastalar
girisimsel yontemlerin uygulanmasindan rahatsizlik duyduklar: i¢cin hastalik
belirtiler1 ortaya c¢ikana kadar hastaneye bagvurmamaktadirlar. Bunun
sonucunda PK ileri evrede teshis almakta, tedavi sansi1 azalmakta ve
tekrarlama olasiligi artmaktadir. Oysa PK erken teghis edildiginde tedaviye
1yl cevap veren bir kanser tiridir ve sagkalim ylksektir. Bundan dolayr PK
tanisinda daha spesifik ve daha az invaziv belirteclere ihtiya¢ duyulmaktadir

(Board, 2002)

Mikro RNA’lar (miRNA) protein sentezini diizenleyen RNA
parcaciklaridir. Dokuda ve viicut sivilarinda stabil olarak bulunmaktadirlar.
Bu ozellikleri onlar1 ideal tani ve tedavi ajani haline getirmektedir (Mitchell
vd., 2008). Insan mikroRNA genlerinin, genellikle kirilgan ve kanser ile iligkili
olan genomik boélgelerde yerlestigi bulunmustur. Bu boélgelerde olusan
hasarlarin kanser olusumuna neden oldugu bilinmektedir (Calin vd., 2004).
miRNA’larin ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisiklikler sonucu,
timor baskilayici veya onkogen olarak kanser olugsumuna katkida
bulunduklari bulunmustur (Cowland, Hother, & Gronbaek, 2007). Cogu
tumorde, miRNA'larin ekspresyon diizeyleri disiik bulunmustur. miRNA’larin
hiicre farklilagsmasindaki rollerine baghh olarak, timoér diferansiasyonu
azaldiginda dizeylerinin daha disiik oldugu gézlenmistir (Lu vd., 2005).
Yapilan bir inceleme c¢alismasinda elliden fazla miRNA'nin PK ile iligkili

oldugu belirtilmistir (Kanwal, Plaga, Liu, Shukla, & Gupta, 2017).



Yaptigimiz literatiir taramalarinda PK’li hastalarin dokularinda ve hiicre
dizilerinde miRNA’lar 1ile 1ilgili ¢ok sayida makale olmasina ragmen,
plazmalarindaki miRNA dizeyleri konusunda c¢ok az veriye rastlanmistir.
Dolayisiyla su an sayilar: iki binin tizerinde olan miRNA’lardan hangilerinin
PK’li hastalarda miktarlarinin degistiginin bulunmasi, PK tanisinda
biyobelirte¢ (biyomarker) olarak kullanilabilmelerine ve farkli tedavi
seceneklerinin gelistirilebilmesine olanak taniyabilecektir. Calismamizda
gecmiste sunulan verilerin 1s1ginda, PK olgularinda miktarinin degistigi
gosterilen miRNA’larin, PK’li hastalarin plazmalarinda ekspresyon diizeyleri
Olctilecektir. Ardindan dizeylerinde farklilik gézlenen miRNA’larin hiicre
kiltir ortaminda etkinligi arastirilacaktir. Boylece arastirdigimiz
miRNA’larin PK’deki etkisi arastirilip teshis ve tedavide yol gosterici

olabilecegi diistintilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Prostat Bezi

Prostat mesane boynunda, tretranin etrafin1 gevreleyen en bilyik
aksesuar bezdir. Aksial diizlemde yuvarlak, eliptik veya triangular
gorinimdedir. Dogumda sadece birkac¢ gr agirhgindadir ve yirmili yaslarda
yaklasik yirmi gr agirligina ulasmaktadir. Sonraki yirmi bes yilda agirligi ve

histolojisi sabit halde kalir (Kumar & Majumder, 1995).

Fibroelastik ince bir doku tabakasi ile ¢evrili oldugundan, yapisal olarak
lobiil icermeyen goriinimdedir. Ancak fibroelastik kapsiil altta septalara yol
acarak anterior, posterior, medial ve iki lateral olmak tizere prostati bes lobiile
ayirir. Normal prostat loblara ayrilmaz, prostatin loblara ayrilmasi Benign
Prostat Hiperplazisine (BPH) egilimin gostergesidir (Singh, W. Strandhoy, &
G. Assimos, 2012).

Histolojik olarak prostat periferal bolge (PB) ve merkezi bolge (CB) olmak
uzere iki ana bolgeye ayrilir. PB normal glandiiler prostatin yaklasik % 65'ini
olusturur ve kanallari, verumontanumdan prostat apeksine kadar prostatin
her iki tarafinda tiretral duvardan posterolateral olarak cikmaktadir. CB,
glandular prostat kiitlesinin yaklasik % 30'unu olusturur, verumontanum
uzerinde olusan kanallar ve ejakiilator kanal baslangi¢ noktalarini ¢evrelemek
i¢in tabana dogru yayilir. Bunun yanisira glandiiler prostatin %5’ini olusturan
gecis (transition) bolgsi adli bir kismi1 daha bulunmaktadir (Sekil 2.1.1). Bu
bolge, kanallar: iretral duvarin posterolateral girintilerini terk eden iki kiigiik
lob tarafindan olusturulur. Prostatin ana glandiler olmayan dokusu
anteromedial prostatta lUretrayi 6rten anterior fibromuskiler stromadir (Fine

& Reuter, 2012).



Sekil 2.1.1 Prostat apeksinden biitiin bir kesit. Uretra ve promontory (P) merkezdedir ve éne
dogru ; semisirkiiler sfinkter (SCS) ve anterior fibromuscular stroma (AFMS) gorilmektedir.
Apeksin arka, lateral ve anterolateral kisimlari periferik zon (PZ) dokusundan olugur. anterior
ekstraprostatik bogluk (AEPS) dorsal vaskiiler kompleksin vaskiiler ve adipoz kalintilarini
icerir (Fine & Reuter, 2012).

Bez epitelinde, sekretuar (luminal) hiicreler, bazal hicreler, c¢ogaltici
veya ara hiicreler, kok hiicreler ve néroendokrin hiicreler bulunmaktadir (sekil
2.1.2). Fibromuskular tabaka ise diiz kas hiicrelerinden olusmaktadir. En fazla
miktarda bulunan hiicre tipi olan sekretuar hiicreler, niikleer androjen
reseptori, sitokeratinler 8 ve 18'in yan1 sira hiicre-yiizey belirteci CD57'yi
eksprese eder. Ayrica bu hiicreler androjene bagimli hiicrelerdir ve glandiiler

limene s1vi, PSA ve prostat asit fosfataz (PAP) salgilarlar (Schalken, 2005).

Luminal
Hiicreler Noroendokrin
Ara Hiicreler Hiicreler

Bazal
Hiicre

Bazal
Membran

Kok Hiicreler

Noronlar

Sekil 2.1.2 Prostat epiteli hiicreleri (Sharma, 2017)



Prostat sekresyonu homojen, seroz, hafifce asidik (pH:6,6), protein icerigi
distiik (<1) stitimst bir sividir. Normal insan ejekulatinda (3-3,5 ml), ortalama
0,5 ml kadar bulunur. Iceriginde bulunan enzimler, iyonlar, lipidler aminler

tablo 2.1.1’ de gosterilmistir (Kumar & Majumder, 1995).

Tablo 2.1.1 Prostat icerigindeki bilesenler (Kumar & Majumder, 1995)

Asit fosfataz Fibronolitik enzimler
Albiimin Inozitol

Alfa amilaz Magnezyum, bakir, sodyum
Beta glukorinidaz Plazminojen aktivator
Cephalin Fosfolipidler

Kolesterol Seminin

Kolin Proteolitik enzimler

Sitric asid Spermine

Dermatan Spermidin

Diastaz

Prostat bezinin birg¢ok fonksiyonu bulunmaktadir. Bunlar agsagidaki gibi

maddeler halinde sayilabilir.

1-) Kitlesi ve kas sistemi araciligiyla fiziksel olarak mesaneden idrar ¢ikisinin
kontroliine katihir ve ejekulasyon siliresince semenin iletiminde rol oynar

(Williams & Chisholm, 1976).

2-) Ekzokrin bez olarak, bir¢cok kiiglik molekiil ve fibronilizin gibi enzimler ile
koagiilaz ve fertiliteyi kolaylastirici, pihtilagsmada rol oynayan baska pihti
eritici enzimler salgilayarak seminal sivi plazmasina katkida bulunur

(McDougal vd., 2011).

3-) Prostat sivisi, lretranin asiditesini azaltarak sperm canliligin1 korur.
Seminal plazmaya albumin gibi faktérlerle katki saglayarak sperm hareketini

arttirir (McDougal vd., 2011).



4-) PAP fosforilkolini koline hidrolizleyerek, spermin beslenmesine direk

katkida bulunur (McDougal vd., 2011).

5-)  Endokrin bir organ olarak testosteronu daha glcli olan
dehidrotestosterona  ¢evirerek  metabolizmayr  hizlandirir  bdylelikle

hipotalamik ve hipofizyal fonksiyonlar: etkiler (Williams & Chisholm, 1976).

6-) Seminal plazmada antimikrobiyal ajan gibi etkide bulunan yiksek
miktarda bakirin, prostat sivisindan kaynaklandigi diisinilmektedir (Fair &

Wehner, 1976).
2.2. Prostat Kanseri

Kanser biitiin diinyada biyuk bir saghik sorunudur ve Amerika Birlesik
Devletlerinde (ABD) ikinci en sik 6lim nedenidir. ABD’de 1975-2014 yillar:
arasinda erkeklerde gorilme sikligi en yliksek kanser tirt PK'dir (Sekil 2.2.1).
Ayrica 2019 yilinda 174590 yeni PK’i vakasi beklenmekte ve 31620 kisinin
Olecegi tahmin edilmektedir. Boylece erkeklerde akciger kanserinden sonra

6lim sebebinin en sik PK’de olacagi beklenmektedir (Siegel vd., 2019).
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Sekil 2.2.1 Kanser insidanslari. 1975 — 2014 yillar1 arasinda Amerika Birlesik Devletleri'nde
cinsiyete Gére Secilmis Kanser Insidans Oranlarindaki Egilimler. Oranlar 2000 kisilik
standart ABD poptilasyonuna gore ve raporlamadaki gecikmelere gore ayarlanmigtir. *
Intrahepatik safra kanali dahildir (Siegel vd., 2019).
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PK Afrika kokenli Amerikalilarda en yiksek oranda goriilmektedir. Daha
sonra beyazlar, Ispanyol kiokenliler, Asyalilar ve Pasifik adalari kékenlilerde
gorilmektedir. En az Amerikan ve Alaska yerlilerinde goriilmektedir.

Mortalitede de en yiksek oran yine siyahlardadir

(https://gis.cdc.gov/Cancer/USCS/DataViz.html) .

PK yaglanma ile ilgili bir hastaliktir ve 50 (elli) yasin altinda nadiren
tam alir. Glinimiizde halen gegerliligini koruyan Franksin yaptig1 ¢alismada
5011 60’11 yaglarda kisilerin tigte birinde, 70’11 yaslarda kisilerin yarisinda, 80’1
yaglardakilerin tigte ikisinde latent olarak PK odaklari bulunur (Franks,
1954). Genelllikle rastlantisal olarak tani konan 50 yasin altindaki hastalar
“erken baslangicli (early onset)” ve “genc¢ (young age)” seklinde 2 (iki) gruba
ayrilir. Ileri yagtaki PKlerine gére farkh biyolojik ve genetik ozelliklere sahip
olan gen¢ gruptaki PK’lilerde sagkalim iyiyken, erken baslangich grupta
prognoz kotii ve sagkalim daha distiktir (H. T. Ozen, L. Beduk, Y. Cal, C.
Eskicorapci, S. Narter, F., 2017).

PK’nin olugsmasinda etkili faktérlerin mekanizmalar: tam anlagilamasa
da, Sekil 2.2.2’de belirtildigi gibi genetik, genomik kararsizlik, epigenetik ve
biyolojik etmenlerin yer aldigi pekcok etken nedeniyle kanser meydana

gelmektedir (Konac, 2014).

Prostat Kanseri Risk Faktorleri

|
| | | |

oo [lGenet Cenomi
. Biyoloji Genetik Temel | pig

Hipometilasyon

Kromozomal Aberasyonlar
Hipermetilasyon Heterozigosite Kaybi

Genomik Tek Niikleotid
imprinting Polimorfizmleri (SNP)

AEH

Irk
Aile dykiisi
Histon Mutasyonlar
Modifikasyonlari Gen Fiizyonlari

RNA interferazlar Onkogenik Aktivasyon
: . TS genlerin Baskilanmasi
(siRNA, miRNA)

Androjen Reseptori
Steroid Hormonlari

Bliylime Hormonlari

Beslenme -
Gen Regulatérler

RNA interferazlar
(SiRNA, miRNA)

Néropeptidler

Gevre

Sekil 2.2.2 PK risk faktorleri (Konac, 2014).
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PK sporadik ve kalitsal olarak simiflandirilabilmesine ragmen iki grup
birbirinden net olarak ayrilamaz. Kalitsal PK tim olgularin % 10’nundan
daha azini olusturmaktadir. Kanser olusmasinda birden fazla genin az veya
orta diizeyde etkide bulundugu bilinmektedir. Bununla beraber sporadik
vakalarda da kalitsal tipte goriilen birgok mutasyon goriilmiigtiir. Bu nedenle
bu iki grubu ayirmak daha da gliglesmektedir (H. T. Ozen, L. Beduk, Y. Cal, C.
Eskicorapci, S. Narter, F., 2017). PK olusumu ve ilerlemesindeki strecler
molekiler degisiklikleriyle beraber Sekil 2.2.3’te oOzetlenmeye calisilmistir
(Konac, 2014).

Molekiiler Degisimler

Patofizyolojik Siireg

*  Genetik Yatkinlik ‘

~ Normal Prostat
_ Epiteli - NPC1, HPC2,RNASEL, MSR1, BRCA2 ve
CHECK2 Genlerindeki Mutasyonlar

inflamasyon
*  Artmis Proliferasyon

Proliferatif

«  Lokal invazyon
Migrasyon
immun sistem Direnci
+ Transmigrasyon

Androjen Bagimsiz
EMT

Hastahk

!

/ Lokalize Prostat
Kanseri
i

Metastatik
Prostat Kanseri

* Proliferasyon Anomalileri g o Heterozigosite Kaybi
B * Diisiik Apoptoz indeksi Atipik Kiigiik Asiner inflamatuar [ Kromozom 7 ve 8'deki degisimler
= *  Telomer Kisalmasi Proliferasyon Atrofi *  Bcl-2 Asin Ekspresyonu
E *  Osidatif/DNA Hasari - o * GST-m Asagi Regulasyonu
=) + Anormal Gen Ekspresyonu * AR Sinyali Asagi Regulasyonu
g * Telomeraz Aktivasyonu
c
(7] - .
ol Bazal Hilcrelerde ik * Hemidesmozom Proteinleri ve
- Diferansiasyon kaybi ; Prostatik Ad Proteinleri kayb
c Anormal Gen Ekspresyonu Intraepitelyal Szyon Prof .e nrert ket
=4 L . " _ —— . * Onkogen Aktivasyonu
Hiicre sinyalizasyon Yolaklan . Neoplazl e
Latent ~— «  Tumér Baskilayici Gen Kayiplan
*  TMPRSS2;ESS Flizyonlan

*  STAT3 Aktivasyonu

+  Osteopontin Asin Ekspresyonu
*  miRNA'lanin Farkh Ekspresyonlar
*  [E-cadherin Asagi Regulasyonu

‘ EZH2 Asiri Regulasyonu

Sekil 2.2.3 PK’nin patogenezindeki karsilastirmali molekiiler agamalar (Konac, 2014).

2.2.1. Prostat kanserinin tani ve tedavisi

PK tanis1 koyabilmek igin ilk 6nce digital rektal muayene (DRE)
yapilmakta ve kanda PSA diizeyine bakilmaktadir. Daha sonra transrektal
ultrasonografi (TRUS) incelemesi yapilmaktadir. Bitiin bu islemlerin
ardindan hastalik siiphesi devam ederse biyopsi yapilmakta ve kesin tani
biyopsi ile konmaktadir (Szeliski vd., 2018). Daha 6nce altin standart olarak
kabul edilen PSA o6l¢iimi, 6zellikle de PSA seviyesi 2-10 ng/ml araliginda

oldugunda erken dénem PK hastalar1 ile BPH hastalarim1 etkin olarak
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ayiramamaktadir. PSA seviyesi 10 ng/ml’yi astiginda ise yanlis teshis % 50’y1
asmaktadir (Y. H. Lee vd., 2011). PSA dizeyleri, PK ile iligkili olmayan
faktorlerden dolay1 yiksek veya disiik cikabilmesinin yamsira kanserli
hastalarin sadece ylizde 25inde yuksek c¢ikmaktadir (Barry, 2001). ABD
Onleyici Hizmetler Gérev Giicii (USA Preventive Services Task Force) 2012
yilinda PK taramasi i¢in PSA kullanimina karsi oldugunu belirtmistir. Daha
sonra PSA’'nin yiiksek riskli PK hastalarinda teshiste daha iy1 oldugu ama
orta riskli hastalarin teshisinde yetersiz kaldigi gozlenmistir (Banerji vd.,
2016). Transrektal ultrason esliginde yapilan biyopsiler 1ise kendi
komplikasyonlarina sahip olmakla beraber hastayr fiziksel olarak
etkilemektedir (L. V. Rodriguez & Terris, 1998). PK’li erkeklerin 6nemli bir
kism1 miidahale gerektirmeyen rahat ve yavas biiyliyen bir hastaliga sahiptir.
Ayrica teshisteki girisimsel tetkikler hastalar tarafindan hem fizyolojik hemde
psikolojik olarak pek tercih edilmemektedir. Dolayis1 ile hastaligin teghisi,
ancak semptomlar ortaya ciktiktan sonra, hastanin basvurusu ile
konulabilmektedir. Bu da PK’inde 6lim sikligin1 ve tekrarlama olasiligim

arttirmaktadir (Kornberg, Cooperberg, Spratt, & Feng, 2018).

PK hastalarina uygulanacak tedavi hastaligin hangi evrede tani aldigiyla
iligkilidir. Sadece prostat ile simirli olgularda tedavi radikal prostatektomi
veya radyoterapi gibi lokal tedavi se¢enekleridir. Bu hastalarda yasam siiresi
on yilin {zerindedir. Ileri evre hastalarda ise temel tedavi yéntemi
dolagsimdaki  androjenlerin  cerrahi yada ila¢ uygulamalar1 ile

uzaklastirilmasidir (Team, 2019).
2.3. Mikro RNA’lar

2.3.1. miRNA’larin sentezi ve biyolojik 6nemi

miRNA’lar 18-25 niikleotit uzunlugunda, protein kodlamayan RNA
parcaciklaridir ve ilk olarak 1993’te yuvarlak solucanda kesfedilmiglerdir (R.
C. Lee, Feinbaum, & Ambros, 1993). miRNA genleri genom boyunca bulunur
(A. Rodriguez, Griffiths-Jones, Ashurst, & Bradley, 2004). Bircok miRNA geni,

tek transkripsiyonel trini miRNA olan, kodlayici olmayan genlerdir. Bu



genler araciligiyla miRNA’larin yaklasik % 50'sinin sentez edildigi tahmin
edilmektedir. miRNAmin cikarilmasi1 protein kodlayan bélgenin kaybina yol
acacagindan, miRNA'lar genel olarak eksonlarda bulunmazlar. miRNA’larin
diger sentez yolu, bir intron veya bir protein kodlayan genin kodlanmayan
bolgesi (UTR) icinde bulunup, genellikle konak¢1 genleriyle birlikte yazilip
ardindan ayri1 olarak islenerek sentezlenmesidir (Saini, Griffiths-Jones, &
Enright, 2007). Buna 6rnek olarak MCM?7 genini kodlayan protein kodunun,
intronu icine yerlestirilmis tic miRNA kiimesi gosterilebilir. Tim miRNA
genlerinin tanimlayici o6zelligi, ilmek gorinimli (stem-loop) o6ncii RNA
yapisidir. Sekil 2.3.1.1° de farkli hedef kiimesine sahip, herbiri farkli olgun

miRNA'lar1 olusturan li¢ stem loop kiimesi gorilmektedir (Hammond, 2015).

miR-106b miR-93 miR-25

.

MCM7 gene  EE-————i-E-HE & H-1——— :

Vertebrate I|“ 'I H III I IIL[ . I IIII|I|
conservation

Sekil 2.3.1.1 Ayni1 intron bolgesinde olusan birbirinden farkli miRNA’lar (Hammond, 2015).

miRNA’lar ilk olarak c¢ekirdekte c¢ift iplikli, ilmek gorinimli, yaklagik
700 baz cifti boyutunda pri-miRNA olarak sentezlenir. pri-miRNA’lar da
mRNA’da olugu gibi 5 ucuna cap eklenmesi, splicing ve 3’ ucuna poli A
kuyrugu eklenmesi iglemlerinden gegirilirler (Cai, Hagedorn, & Cullen, 2004).
Ardindan Drosha adi verilen RNAse III endontikleaz ile kesilerek pre-
miRNA’ya donusturilirler (R. C. Lee & Ambros, 2001; Zeng, Yi, & Cullen,
2003). Drosha enzimi kesim iglemi igin RNA baglayici protein olan DGCR8e
ihtiya¢c duyar (Han vd., 2004). Olusturulan pre-miRNA exportin-5 proteini
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aracihigiyla aktif tasima ile sitoplazmaya tasinir (Lund, Guttinger, Calado,
Dahlberg, & Kutay, 2004). Burada TRBP adli RNA baglayici proteine ihtiyac
duyan Dicer enzimi ile kesilir (Gregory, Chendrimada, Cooch, & Shiekhattar,
2005). Olusan cift zincirli kompleks helikaz enzimi ile 6ncil miRNA ve onun
tamamlayic1 zinciri olarak ayristirilir. Tamamlayici zincir genellikle yikima
ugrarken, miRNA riboniikleoprotein (RNP) ile birlesir. Bu kompleks RNA-
induced silencing complex (RISC) olarak adlandirilir. RISC kompleksinin tam
bilesimi net degildir, ancak dort aile {liyesinin insanlarda tanimlandig:
Argonaute (Agol-4) proteinleri temel bilesenleridir (Hammond, Boettcher,
Caudy, Kobayashi, & Hannon, 2001). Olusan RISC kompleksi miRNA
araciligiyla hedef mRNA'nin 3'UTR bolgesine baglanarak protein sentezini
kismen veya tamamen engelleyebilmektedir (Shomron & Levy, 2009)(Sekil
2.3.1.2). Bununla birlikte, baz1 miRNA'lar i¢in, her iki zincirde benzer siklikta
RISC'e yiiklenebilmektedir. Bu durumda, stem loop yapisinin 5 ucundaki
zincir “5p” ve 3’ ucundaki zincir “3p” olarak adlandirilmaktadir (Hammond,
2015). miRNA’lar kegfedildikleri sirayla numaralandirilirlar. Farkli o6nci
sekanslardan ve genomik lokuslardan kaynaklanan 6zdes olgun miRNA
sekanslari, hsa-miR-219-1 ve hsa-miR-219-2 gibi sayisal numaralarla
sonlarina ekleme yapilmaktadir. Ote yandan, sadece bir veya iki niikleotidi
farkli olan yakindan iligkili olgun sekanslar hsa-miR-130a, hsa-miR-130b gibi
harf eklenerek isimlendirilmistir (Bhaskaran & Mohan, 2014).
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Sekil 2.3.1.2 miRNA’larin sentezi, aktivasyonu ve etki mekanizmasi (Bhaskaran &
Mohan, 2014).

miRNA’larin bir hiicrede tretilebilecek toplam proteinlerin yaklagik
%30unu diizenledigi diisiiniilmektedir. Boylelikle miRNA’lar hiicre ¢ogalmasi,
gelismesi, apoptoz, hematopoetik hiicrelerin gelisiminin diizenlenmesi,
yaslanma, metabolizma gibi biyolojik olaylarda gorev almaktadirlar (Bartel,
2004). miRNA'larin memeli gelisimindeki biyolojik 6nemi Dicer ve DGCRS i¢in
eksik olan fare modellerinin Uretilmesiyle gosterilmistir. Bu fare modelinin
kullanilmasinin sebebi Drosha, diger RNA metabolik yollarinda yer alirken,
DGCR8 miRNA sentezine 6zgidir. Dolayisiyla DGCR8 yoklugu miRNA i¢in
daha bilgilendiricidir. miRNA sentezindeki her iki molekilin de kaybi
embriyonik o6limle sonuglanmistir (Bernstein vd., 2003; Y. Wang, Medvid,
Melton, Jaenisch, & Blelloch, 2007). Ayrica organ ve organ sistemlerinin
gelisiminde 6nemli bir olay olan embriyonik kok hiicre farklilagsmasinin,
miRNA'lar tarafindan énemli 6l¢iide modile edildigi bulunmustur (Melton &

Blelloch, 2010). Doku tizerindeki etkilerini gézlemlemek i¢cin, miRNA’larin
12



dokuya 6zgi nakavt edilmesi sonucu ¢ogu doku tipinde gelisimsel kusurlara

yol actig1 gosterilmistir (Park, Choi, & McManus, 2010) (Tablo 2.3.1.1).

Tablo 2.3.1.1 miRNA nakavt farelerde olusan degisimler (Park vd., 2010). SMC; Diiz

kas hicreleri, KLL; Kronik lenfositik 16semi

Gen Ekspresyon Fenotip

Akciger havayollarinda degisiklik,
miR-155 Timus, Dalak Kazanilmis bagisiklik defekti

T ve B hiicre bagimli bagisiklikta
miR-155 Timus, Dalak bozulma

Dogum sonrasi akciger ve kalp
miR-17-92 Dokularin ¢gogu defektleri nedeniyle 6lim

miR-15a/16-1

miR-144/451

miR-150

miR-223

miR-1-2

miR-143/145

miR-375

Yaygin ekspresyon
Eritrosit seri

Olgun B ve T hiicreleri
Miyeloid hiicreler
Kalp, Iskelet kas

Kalp gelisimi, Yetigkin
SMCs

Adacik hucreleri

Yasllarda KLL iligkili fenotip

Eritroid hiperplazi, splenomegali, anemi
B hiicre bliyimesi

Grandilosit seri hlcre blylmesi
Kardiyak defekt sonucu 6lim (%50)

Damarlarda medya tabakasinin
incelmesi

Hiperglisemi

2.3.2. miRNA hedef iligkisi

miRNA ve hedefi arasindaki tamamlayici dizi, tercihen miRNATmin 5’
ucunda 2-8 niikleotit pozisyonunda (7 baz) bulunur ve tohum (seed) olarak
adlandirilir (Lewis, Burge, & Bartel, 2005). Bu tamamlayicilik bir niikleotit
eksikle 2-7 pozisyonunda oldugunda, genellikle hedefi baskilamak ic¢in
yetersizdir ancak 8. pozisyondaki niikleotit baglaninca hedef baskilanmaktadir
(Grimson vd., 2007). Bu standart baglanma, 1. siradaki baz ile sonraki 7
tamamlayici bazi igerir ve miRNA’larin hedeflerini tahmin etmek igin
kullanighidir. Ancak yine de bu standart baglanmanin diginda, baglanmanin
gerceklestigi hedef boélgeleri vardir (Lewis vd., 2005). Son zamanlarda, bes

siif miRNA baglanma boélgesi tanimlanmigtir.
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1. grup sadece tohum boélgesindeki niikleotit dizilimine dayanir.

2. grup ilk gruba ilaveten 13-16 pozisyonlarindaki niikleotit tamamlayiciligina
3. grup ilk gruba ilaveten 17-21 pozisyonundaki niikleotit tamamlayiciligina

4. grup tohum bolgesindeki baglanma eksikligine ve merkezi eslesmeye ( 9-12
baz) dayanir.

5. grup 1ise dagilmis veya daha az kararlh baglanma bolgelerine gore

smiflandirilmistir (Mohr & Mott, 2015).

miRNAnin hedefine baglanmas: icin siklikla 7-8 tamamlayic1 baz
yeterlidir. Daha fazla miktardaki baz sayis1 baglantiy1 gliclendirmektedir.
RISC'de "susturma" soézcigl, hedefte tamamen susturmadan daha c¢ok
ekspresyonda azalma ve ince ayar yapan bir kompleks i¢gin yanlig izlenim
vermektedir (Mohr & Mott, 2015). miRNA'larin hedefine baglanip baskiladig:
mekanizmalar cesitlidir (Bartel, 2009). Bazi durumlarda, miRNA tohum
bolgesinde ve ayni zamanda merkez boélgede (bazlar ~ 9-12) tamamlayicilik
olusturmaktadir. Bunun sonucu olarak mRNA bo6linmesine ve ardindan
RNA’da bozunmaya neden olmaktadir. Bu sekansa 6zgii bozunma, tam
susturma 1ile sonuglanan RNA hidrolizine baghdir (Dykxhoorn, Novina, &
Sharp, 2003). Cunkii bu endontikleolitik boliinme, 10-11. miRNA bazlarin
kargisindaki hedef niikleotitlere katilan fosfat baginda meydana gelir ve bu
bolgedeki yanlhis eslesmeler iyi tolere edilmediklerinden RNA’da bozunma ile
sonuclandirilir (Elbashir, Martinez, Patkaniowska, Lendeckel, & Tuschl, 2001;
Martinez & Tuschl, 2004). Buna benzer yiksek derecede tamamlayicilik
derecesine sahip miRNA-hedef etkilesimleri mRNA bozulmasina neden
olurken, diisiik derecede tamamlayicilik oldugunda translasyonu azalttig:
soylenebilir. Ancak yine de birgopk miRNA hedefi, yiksek oranda
tamamlayiciliktan yoksun olsa bile bozunmaktadir (Mohr & Mott, 2015).

Yukarida anlatilan RNA bozunmasinin haricinde miRNA’larin hedef
proteinlerinin ekspresyonunu azalttigi ¢esitli mekanizmalar vardir. Su ana
kadar deadenilasyonun indiiklenmesi, cap baglanmasinin degistirilmesi,
decapping’in indiklenmesi, azalmis ribozom dolulugu ve mRNA'min

translasyon biriminden ayrilmasi gibi mekanizmalar bildirilmistir. Bu
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mekanizmalar birbirini dislamamaktadir ve bazilari mRNA seviyelerinin
dismesine neden olurken digerleri sadece protein ekspresyonunu
azaltmaktadirlar. Mikroarray ve ribozom profilleme analizi kullanilarak,
mRNA degradasyonunun ve translasyonel baskilanmanin etkinligi test
edilmig, sonu¢ olarak miRNA’larin etkisinin ¢ogunu, hedef mRNA diizeyini
azaltarak ortaya cikardig: tespit edilmistir (Guo, Ingolia, Weissman, & Bartel,

2010).

Basgka bir calismada, farkli hiicre tiplerinde miRNA hedeflerinin ¢cogunun
blyuk ol¢tiide farkli olmadigr ancak farklihigin daha ¢ok 3'UTR izoformlarina
ve cevreye dayandigi bulunmustur (Nam vd., 2014). Buna ek olarak
miRNA’lar, mRNA'lar1 hedeflemek i¢in birlikte hareket edebilmektedirler.
Herhangi bir mRNA 3'UTR bdélgesi, bircok miRNA i¢in baglanma bdlgesine
sahip oldugundan, miRNA’larin birlikte hedefte baskilanmay:1 arttirmasina
1zin vermektedir. Bu gekilde pankreasta, miR-375, miR-124 ve let-7b'nin
miyotrofin hedeflemesini arttirmak 1ic¢in birlikte calistigr gosterilmigstir.
Boylelikle hedefte yiiksek miktarda baskilanma olugsmaktadir (Krek vd.,
2005).

2.3.3. miRNA ve kanser

miRNA’larin kanserle iligkisini ilk olarak Calin ve ark. kronik lenfositik
l6semili (KLL) hastalarda miRNA 15-a ve miRNA 16-1 miktarlarinin azaldigi
veya eksprese olmadigini bularak gostermislerdir (Calin vd., 2002). Daha
sonra Calin ve ark. miRNA'larin kansere katilimini arastirmak i¢in 186
miRNA geninin DNA konumunu haritalamig ve belirli kanserlerle iligkisi
bilinen genetik degisikliklerle karsilagtirmiglardir. Elde ettikleri sonuglara
gore miRNA genlerinin, siklikla hasarlanmasi durumunda kansere yol
acabilen heterozigotluk kayb1 bolgelerinde, minimum amplifikasyon
bolgelerinde, kirilgan bolgelerde veya ortak kromozomal kirilma noktasi
bolgelerinde lokalize olduklar1 belirlenmigtir (Calin vd., 2004). KLL,
antiapoptotik B hiicreli lenfoma 2 (Bcl2) proteinini asir1 eksprese eden, artmig
sayida ve agirlikli olarak boélinmeyen malign B hiicrelerinin varhg ile

karakterizedir. KLL hastalarinda, 13q14 kromozomundaki timor baskilayici
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lokusun siklikla degistigi bulunmustur. miR-15a ve miR-16-1 iceren bu boélge,
asir1 eksprese edildiginde, post-transkripsiyonel seviyede antiapoptotik Bcl2
genini negatif olarak diizenledigi ortaya ¢cikmistir (Bhaskaran & Mohan, 2014)

Solid organ timirlerinde miRNA diizeylerinin degistigini ilk olarak
Michael ve ark. bulmuslardir (Michael, SM, van Holst Pellekaan, Young, &
James, 2003). Daha sonra miRNA’larin akciger, prostat, meme, karaciger,
tiroid, lenfoma, beyin tiimorleriyle iliskileri hakkinda oldukc¢a fazla calisma
yapilmistir ve halen yapilmaya devam etmektedir. Yapilan calismalarda
miktar1 azalip timoér olusumuna neden olan miRNA’lar tiimor baskilayic (TS)
miRNA, miktar1 artip timoér olusumu goézlenenlere ise onko-miRNA adi
verilmistir (Cowland vd., 2007; Murakami vd., 2006). Cogu tumoérde,
miRNA'larin ekspresyon diizeyleri disik bulunmustur. Az diferansiye
timorlerde ise en diigiik diizeylerde oldugu saptanmistir. Bu, muhtemelen
miRNA'larin  hiicre farkhlasmasindaki roluyle iligkilidir ve kanser
dokularindaki genel farklilasma kaybina da uygunluk goéstermektedir.
Miyeloid 16semi hiicre dizilerindeki hiicre farklilasmasinin, all-trans retinoik
asit tarafindan uyarilmasi sonucu miRNA'larin ekspresyonunun arttigi
gozlenmigtir (Lu vd., 2005). Artmis miR-34 ailesinin, p53 tarafindan dogrudan
aktive edilen mRNA'lar araciligiyla hiicreleri G1 sathasinda durdurarak timér
baskilayici yetenekleri sergiledigi gosterilmigtir (Bommer vd., 2007). Ayrica,
miR-34"in, SIRT1 genini inhibe etmesi sonucu p53, p21 ve PUMAMin (p53-
upregulated modulator of apoptosis) diizeylerini arttirdigi, boylece hiicre
dongisiinii ve apoptozu diizenledigi ve tiumor baskilayic1 olarak SIRT1-p53
yolunu modiile ederek islev yaptig1 gosterilmistir (Bhaskaran & Mohan, 2014).
PK dokular1 lizerinde yapilan bir ¢calismada miR-21 ve miR-182 ekspresyon
seviyeleri yiliksek, let-7c, miR-145, and miR-221 ekspresyonlar1 distik
bulunmus ve miR-221'in disik grade PK’lerde rekiirrens ile iligkili oldugu

belirtilmistir (Kurul vd., 2019).
2.3.4. Belirte¢ olarak miRNA’lar

Mitchell ve ark. 2008 yilinda yaptiklar1 ¢calismada endojen miRNA’larin

kanda stabil olduklarini1 ve RNAz enzimleri tarafindan yikilamadiklarin
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gostermiglerdir. Boylelikle miRNA’larin hastaliklarin teshisinde belirtec
olarak da kullanilabilecegi disuntlmustir (Mitchell vd., 2008). Daha sonra
miRNA’lar plazma, tikrik, idrar, stt gibi 12 farkli vicut sivisinda stabil
olarak izole edebilmigtir (Weber vd., 2010). Gizel ve ark. (2015) BPH ve PK’'l1
hastalarin prostat sekresyonundan miRNA diizeylerini mikroarray ve qRT-
PCR yontemiyle incelemis ve belirteg¢ olarak kullanilabileceklerini 6ne
sirmuglerdir (Guzel vd., 2015). Boylelikle miRNA’larin belirte¢ olarak
kullanilabilecegine dair calismalar hiz kazanmistir. miRNA’lar normal ve
kanserli dokulari birbirinden dogru bir sekilde ayirt edebilmesinin yani sira
farkli evredeki kanserleri de sinmiflandirabilmektedir. Wach ve ark. yaptiklar
calismada miR-375 ile ¢6zlinebilir tirokinaz plazminojen aktivatérin (suPAR)
birlikte PK’nin teshisinde kullanilabilecegini belirtmislerdir (Wach vd., 2015)
Kanserleri spesifik olarak ayirt etme konusunda, miRNA ve mRNA
ekspresyonu dizeylerinin etkinliginin arastirildign  bir c¢alismada, 17
karsinomun sadece 11 mRNA ekspresyonu ile ayirt edilebilirken, 17
karsinomun 12'si miRNA’lar ile ayirt edilebilmistir (Lu vd., 2005). Bu sonug
miRNA’nin mRNA’ya gore daha iyl bir belirte¢ olabilecegini géstermektedir.
Plazmada yapilan bir calismada, ekspresyon diizeyleri disiik olan Let-7c, let-
7e, miR-30c ile yiiksek olan miR-622, miR-1285’in bir panel seklinde, PK’nin
teshisinde belirte¢ olarak kullanilabilecegi 6ne strilmistiir (Z. H. Chen vd.,
2012). Kanser olusumu c¢oklu sinyal iletim yollarindaki degisikliklerin
karmasgik bir entegrasyonu oldugundan, miRNA'larin ekspresyon profilini
sadece bir miRNA'dan ziyade tiimore 6zgi biyobelirtecler olarak incelemek
daha iyidir. Bu nedenle, yuzlerce miRNAnin ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesinin  klinik  teshis  sonucunun  dogrulugunu artiracag:

distinilmektedir (Pang, Young, & Yuan, 2010).
2.3.5. Tedavi ajant olarak miRNA’lar

miRNA terapotikleri genel olarak iki kategoriye ayrilmaktadir.
Hastalikta dizeyleri azalmis TS-miRNA'lar icin tedavi hedefi miRNA'nin
yerini doldurmaktir. Bunu basarmak i¢in sentetik miRNA mimikleri

geligtirilmistir. Bunlar dogrudan RISC'ye yiiklenen dsRNA dupleksleridir.
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Hastalikta ekspresyon diizeyleri artan onko-miRNA'lar ise antisens
oligontiikleotit inhibitorler: tarafindan hedeflenebilmektedir. Bu inhibitoérlerin,
buyik olasilikla RISC kompleksinde miRNA'ya baglandiklari ve miRNATin
hedef mRNA'lara baglanmasinmi 6nledikleri rapor edilmistir (Hammond, 2015).
Kanser tedavilerinde ikinci grup olarak, antagomirler olarak adlandirilan bir
kolesterol konjuge sinifi anti-miRNA'lar onko-miRNA’lar1 bloke etmek i¢in
kullanilmistir (Rossbach, 2010). Afrika yesil maymunlarinda olgun miR-122,
intravenoz yoldan verilen LNA-anti-miRNA-122 ile etkili ve stabil bir sekilde
hicbir yan etki olmadan susturulmustur (Elmen vd., 2008). Asagidaki tabloda
deneme asamasinda  olan  ajanlar  verilmistir  (Tablo 2.3.5.1)

(http://regulusrx.com/programs/pipeline/).

Tablo 2.3.5.1 Deneme asamasinda olan miRNA’lar (Web 2).

HEDEF HEDEF BiLESIM | KLINiK FAZ 1 FAZ 2 FAZ3
ORGAN ONCEsI

Alport sendromu (miR-21) | Bobrek RG-012
Orphan hastaligi

Ortak: Sanofi Genzyme

ADPKD (miR-17) Bobrek RGLS4326

HBV (Gizli Hedef)

Gliablastome Multiforme CNS RGLS5579
(miR-10b)

NASH (miR-132) Karaciger

HCV (miR-122) Karaciger

Enfeksiyon Hastaliklar
(Gizli Hedef)
immiinoloji
(Gizli Hedef)

Her ne kadar miRNA'larin in vivo dagitiminda stabilite ve verimin elde
edilmesi biytlik bir zorluk olsa da, yapilan ilerlemeler tamamen yeni, kiigiik
RNA-bazh terapotik alanin hizli bir sekilde ortaya g¢iktigini gostermektedir.
Bu gelismeler, miRNA’larin potansiyel biyobelirte¢ rolleriyle birlikte, tani,
siniflandirma ve tedaviyl iceren bir hastalik siirecinin bir¢ok yonini
arastirmak icin onlari paha bicilmez araclar haline getirmektedir (Bhaskaran

& Mohan, 2014)
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3. APOPTOZ

Apoptoz, DNA hasar1 sonrasi veya gelisim sirasinda zarar gormis
hiicrelerin diizenli ve etkili bir gsekilde ortadan kaldirilmasiyla sonuglanan
programli hiicre 6limudir (Fuchs & Steller, 2011). Apoptoz karmasik birgok
sinyal yolagini icermekle beraber, kaspaz aracili intrinsik ve ekstrinsik yollar
araciligiyla tetiklenebilmektedir. Her iki yol da efektor kaspazlari aktive
etmek i¢cin birlesererek, sonucta apoptozun tipik 6zellikleri olan morfolojik ve
biyokimyasal hiicresel degisikliklere neden olmaktadirlar (Wong, 2011).
Morfolojik acidan apoptotik hiicreler, hiicre zarinda tomurcuklanma, hiicre
disi taraftan mebramin fosfatidilserin’e maruz kalmasi, kromatin
yogunlagsmasi ve DNA fragmantasyonu, sitoplazmik hiicre bliziilmesi gibi tipik

ozellikler gostermektedir (Saraste & Pulkki, 2000).

Kaspazlar, esas olarak apoptotik yolun baslangicindan sorumlu olan
baslaticilar  (kaspaz-2, -8, -9, -10) ve  hiicresel komponentlerin
parcalanmasindan sorumlu efektorler (kaspaz-3, -6, -7) olarak apoptozda
merkezi 6neme sahiptirler (Thornberry & Lazebnik, 1998). Baglatici kaspazlar
bir kez aktive oldugunda kaskad halinde efektor kaspazlar1 ayirmakta, sonug
olarak hiicre 6lumiu gerceklesmektedir (Stennicke & Salvesen, 2000). Bu olay
intrinsik ve ekstrinsik yollarin DNA ve hiicresel bilegsenlerin bozulmasina izin
veren kaspaz-3, -6 ve -7 1lizerinde birlesmesi sonucu gergeklesir ve geri
dontstiimsizdir (Pistritto, Trisciuoglio, Ceci, Garufi, & D'Orazi, 2016).
Apoptoz siirecinde meydana gelen olaylar Sekil 3.1’de 6zetlenmistir (Elmore,

2007).
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intrinsik Yolak " Perforin/Granzim

radiation, toxins, hypoxia, etc. Yolaﬁl
i Cytotoxic T cells

death ligand - *
death receptor —a_
1 perforin
! /N
adaptors mitochondrial changes (MPT)

granzyme B granzyme A

Ekstrinsik Yolak

disc formation apoptosome forms

caspase 8 activation caspase 9 activation caspase 10 SET complex
\ f / activation 1

caspase 3 activation
(YIKIM YOLU) DNA cleavage

4
Endoniikleaz aktivasyonu, msssjises— DNA'nin hbozunmasi

Proteaz aktivasyonu s Niikleer ve hiicre iskelet proteinlerinin bozunmasi msjp Hiicre iskeletinin yeniden

. diizenlenmesi
Sitomorfolojik dedisiklikler

Kromatin ve stoplazma yogunlasmasi, cekirdek fragmentasyonu vd.

Apoptotik cisim olusumu

Sekil 3.1 Apoptotik olaylarin sematik gosterimi (Elmore, 2007).

Kanser olusumu sirasinda apoptozisin baskilanmasinin bazi kanserlerin
gelisiminde ve ilerlemesinde merkezi bir rol oynadigi diistintilmektedir (Kerr,
Winterford, & Harmon, 1994). Apoptozu baskilamak i¢in tiimér hiicrelerinin
kullandig gesitli molekiiler mekanizmalar vardir. Bunlar arasinda bozulmus
o0lim reseptori sinyalleri, proapoptotik (Bax gibi) ve anti-apoptotik (Bcl-2 gibi)
proteinler arasindaki bozulma dengesi, azalmis kaspaz fonksiyonu ve
bozulmus p53 fonksiyonu bulunmaktadir (Pistritto vd., 2016). Bcl-2 ve Bax
proteinlerinin  ekspresyonu, pb53 timor Dbaskilayici gen tarafindan
diizenlenmektedir (Miyashita vd., 1994). p53, DNA siirekli zarar gordigiinde
DNA onarim proteinlerini aktive edebilir, hiicre déngtsiinii G1 / S diizenleme
noktasinda tutabilir ve DNA hasar1 onarilamaz hale gelirse apoptozu
baslatabilir (Pietenpol & Stewart, 2002). P53 geni hasara ugradiginda tiimor
baskilanmasinda ciddi oranda azalma goriilmektedir ve tim insan
kanserlerinin % 50'sinde mutasyona ugradig: disiiniildiigiinde, bu genin kritik
oneme sahip oldugu aciktir (Elmore, 2007). Noroblastom, medulloblastom ve
kiigiik hiicreli akciger kanseri dahil olmak tizere bircok kanserde, kaspaz-8
ekspresyonunun yok veya azalmig oldugu bildirilmigtir. Ayrica intrinsik
apoptotik yolun bazi bilesenlerinde degisiklikler meydana gelmesinin, farklh
timor tirlerinde kemoterapiye direng gelistirilmesinde temel bir rol oynadig:

distinilmektedir (Pistritto vd., 2016).
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4. Matriks Metalloproteninazlar

Ekstraselliiler matriks (ECM) ve bazal membran yikiminda gorev alan
proteolitik enzimler arasinda ana enzimlerin matriksin olarak da adlandirilan
¢cinko bagimli matriks metaloproteinazlar (MMP'ler) oldugu kabul
edilmektedir (Visse & Nagase, 2003). Fizyolojik olarak hiicre goécliine ve
mikrogevrenin diizenlenmesine olanak saglayan ECM yikilmasi, embriyonik
bliiyime ve dokularin gelisimi i¢cin gereklidir (Folgueras, Pendas, Sanchez, &
Lopez-Otin, 2004). Ayrica proteolitik enzimler, kanserlerin vaskiiler ve
lenfatik sistemlere erisimini saglayarak ilerlemesini saglamakta ve timor
biyimesini destekleyerek daha fazla yayilmas1 i¢in bir kacis yolu
olusturulmasinda temel bir rol oynamaktadirlar (Chambers, Groom, &
MacDonald, 2002). MMP’lerin 24 tyesi tanimlanmistir ve normal dokularda
aktiviteleri 1hmal edilebilecek diizeydedir. MMPlerin ekspresyonlar:
enflamatuar sitokinler, biiytime faktorleri, hormonlar, hiicre-hiicre ve hiicre-
matriks etkilesimi ile transkripsiyonel olarak kontrol edilmektedir (H. Nagase
& Woessner, 1999). Ayrica proenzim aktivasyonu ve enzim aktivitesinin inhibe
edilmesiyle de kontrol edilmektedir (Folgueras vd., 2004). Baglandiklar
substratlarin 6zelliklerine gére kolajenazlar (MMP 1, 8, 13), jelatinazlar (MMP
2, 9), stromelizinler ( MMP 3, 10, 11, 20) gibi alt1 alt gruba ayrilmaktadirlar
(Nosrati, Kheirouri, Ghodsi, & Ojaghi, 2019). Son zamanlarda yapilan
calismalar MMP 1, 2 ve 11’'in hiicre i¢cinde de bulundugunu ve hiicre ici
proteinlere de etki gosterdiklerini ortaya koymustur. MMP’ler hiicre géctuni,
farklilagsmasini, bliytimesini, enflamatuar surecleri, yeni damar olusumunu,
apoptozu etkileyebilecek bircok olayda gorev almaktadirlar (Hideaki Nagase,
Visse, & Murphy, 2006).

MMPler ECM'yi pargalayarak kanser hiicrelerinin yayilmasin
kolaylastirdig1 gibi, primer ve metastatik tiimorlerin biiyimeye baslamasinin
ve ilerlemesinin devami i¢in gerekli mikro-ortami diizenleyebilme yetenegine
de sahiptir ve hemen hemen tiim insan kanserlerinde normal dokuya kiyasla
ekspresyonu ve aktivasyonu artmaktadir (Egeblad & Werb, 2002). MMP-2'nin

laminin 5 proteininin a zincirindeki bagi kirmasi sonucu hiicre migrasyonunu
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arttirdigr bulunmustur. Laminin 5'in bu boéliinmiis formu, timorlerde ve
yeniden sekillenen dokularda bulunmasina ragmen stabil dokularda
bulunmamaisgtir. Transgenik  farelerde  yapilan  deneyler, @ MMP-9
ekspresyonunun blastositin biiylimesi sirasinda, erken implantasyonun erken
asamalarinda ve ge¢ embriyonik iskelet dokusu gelisiminde kritik 6neme sahip
oldugunu gostermistir (H. Nagase & Woessner, 1999). Baslangicta MMP'lerin
yalnizca migrasyon ve metastazda énemli oldugu distnilmiustir, ancak son
zamanlarda yapilan calismalar MMP'lerin kanser olusumunda, timor
hiicrelerinin bliiyimesi, anti-apoptotik ve apoptotik aktiviteler, anjiogenez gibi
farkli agsamalarda da yer aldigini1 gostermistir (Yadav vd., 2014). Bir ¢calismada
MMP-9 diizeylerinin PK dokularinda BPH’lilere gore oldukca yiiksek oldugu
bulunmustur. Ayrica PK’nin evresi arttikga MMP-9 diizeylerinde ¢ok daha
fazla artis oldugu gorulmiustir (Baspinar, Bircan, Ciris, Karahan, & Bozkurt,

2017).
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5. GEREC VE YONTEMLER
5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
< miRCURY™ RNA izolasyon kiti (Qiagen)

% Universal cDNA sentez kiti (Qiagen)

L)

X/
L X4

Exilent SYBR Green master mix (Qiagen)

L)

% Primerler (Qiagen):

L)

hsa-let-7i-5p : 5 UGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUU 3’ (house keeping)
hsa-miR-125b-5p : 5 UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA 3
hsa-miR-145-5p :5 GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU &
hsa-miR-221-3p : 5 AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC 3’
hsa-miR-486-5p :5 UCCUGUACUGAGCUGCCCCGAG 3
hsa-miR-361-3p : 5 UCCCCCAGGUGUGAUUCUGAUUU 3
hsa-miR-1285-5p : 5 GAUCUCACUUUGUUGCCCAGG &
hsa-miR-301a-3p : 5 CAGUGCAAUAGUAUUGUCAAAGC 3
hsa-miR-203a-3p :5 GUGAAAUGUUUAGGACCACUAG 3’
hsa-miR-130b-3p : 5 CAGUGCAAUGAUGAAAGGGCAU 3

% Mimikler (Qiagen):

hsa-miR-125b-5p miRCURY LNA miRNA Mimic;

Mature miRNA sequence: UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA

miRNA sequence (pre-miR): UGCGCUCCUCUCAGUCCCUGAGACCCUAAC
UUGUGAUGUUUACCGUUUAAAUCCACGGGUUAGGCUCUUGGGAGCUG
CGAGUCGUGCU

hsa-miR-145-5p miRCURY LNA miRNA Mimic;

Mature miRNA sequence: GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU

miRNA sequence (pre-miR): CACCUUGUCCUCACG GUCCAGUUUUCCCAG
GAAUCCCUUAGAUGCUAAGAUGGGGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUUG
AGGUCAUGGUU

hsa-miR-221-3p miRCURY LNA miRNA Mimic:

Mature miRNA sequence: AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC
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https://www.qiagen.com/us/shop/genes-and-pathways/mature-mirna-details?sangerAccession=MIMAT0000437
https://www.qiagen.com/us/shop/genes-and-pathways/mature-mirna-details?sangerAccession=MIMAT0000688
https://www.qiagen.com/us/shop/genes-and-pathways/mature-mirna-details?sangerAccession=MIMAT0000691

MiRNA sequence (pre-miR):UGAACAUCCAGGUCUGGGGCAUGAACCUGGC
AUACAAUGUAGAUUUCUGUGUUCGUUAGGCAACAGCUACAUUGUCUG
CUGGGUUUCAGGCUACCUGGAAACAUGUUCUC

X/
L X4

Sandwich ELISA Kitleri (SunRed);

Caspase 3, Caspase 8, Caspase 9, Matriks Metalloproteinase (MMP) 2, MMP 9.

X/
L X4

X/
L X4

X/

DU 145 Prostat Kanseri hiicre dizisi (ATCC)

3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT,
Sigma)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma)
Fetal Dana Serumu (Fetal Calf Serum= FCS, Sigma)
Antibiyotikler; Penisilin, streptomisin (Sigma)

% 0,251k tripsin—EDTA (Sigma)

Transfeksiyon reagenti (Xfect Takara)

Bel-2 (B-cell lymphoma 2) ve Bax antikorlari (Bel-2 iligkili X protein,

Santa Cruz)
Hematoksilen ve Eozin boyas1 (H-E, Diapath)
Dimethyl stlfoksit (DMSO, Sigma)

Alkol %9571k

5.2. Kullanilan Cihazlar

X/
L X4
X/
L X4
7

°e

X/
°

LightCycler® Nano RT-PCR cihazi (Roch)
Hicre inkibatori (Panasonic)

Guvenlik Kabini (Hedlab)

Sogutmali santrifiij (Niive NFS8OOR)
Nanodrop cihazi (Roch)

Inverted 1s1k mikroskobu (Olympus)

Hicre sayim cihaz (Cedex)
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< Her ebatta mikropipet (Eppendorf)

% Spektrofotometre (BioTek)
5.3. Kullanilan Cozeltiler

¢ Phosphate Buffered Saline (PBS); NaCl: 8 gr, KCI:0.2 gr, KH2P04:0.2
gr, Na2HPO4:2.32 gr, tartilip 1 litre steril distile suya eklenip
hazirlanda.

s Hicre ortami DMEM (%89), FCS (%10) ve penisilin + streptomisin (%1)
oraninda karistirilarak hazirlandi.

s MTT 5mg/ml olacak sekilde PBS ile karistirthp 0,22 pm’lik steril
filtrelerden gegirilerek hazirlanda.

% % 9571k alkol steril distile su ile sulandirilarak % 70 oraninda alkol

hazirlanda.
5.4. Kullanilan Sarf Malzemeler

+» Hicreler i¢cin T-25 (25 cm?2) ,T-75’lik (75c¢m?) flasklar
«» Tupler; 0,25 ml, 0,50 ml, 1,50 ml ebatlarinda

>

% Serolojik pipetler; 1ml, 5 ml, 10 ml ebatlarinda
PCR tupleri 0,2 ml

X/
° L)

4

L)

» Hiicre stoklamak i¢in, 1,25 ml ve 1,5 ml ebatlarinda kriyo tiipler

¢ Pipet uclari; 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 ul, 1000 pl

L)

5.5. Kullanilan Materyal

Projenin etik kurul onayr ESKISEHIR OSMANGAZI UNIVERSITESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU BASKANLIGI'nin 13 Nisan 2016

tarihli 14 nolu karar sayili izni ile alinmigtir.

Projenin laboratuvar calismalari1 ESOGU Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali laboratuvarlarinda yapildi. Projenin PCR kismi i¢cin ESOGU
Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dalrna gelen hastalardan yaklagik 5 mL kan
EDTA’ tiiplere alindi. Calismamiza alinan hasta gruplari BPH tanisi konmus
olanlar, radikal prostatektomi ameliyat1 6ncesi ve sonrasi PK tanisi konmus

olanlardan olusturuldu. Gruplardaki hasta sayilar1 asagida 6zetlenmistir.
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Grup 1: ESOGU Tip Fakiltesi Uroloji Anabilim Dal’nca BPH tams:
konulmus hastalar kontrol grubu olarak kullanildi (BPH, 18 hasta).

Grup 2: Prostat biyopsisi sonucu Patoloji Anabilim Dalindan kesin olarak
kanser tamis1 alan ve Uroloji Anabilim Dalinda radikal prostatektomi

ameliyatindan bir giin énce kan 6rnegi alinan hastalar (AO, 19 hasta).

Grup 3: Ikinci gruptaki radikal prostatektomi ameliyat1 geciren hastalardan,

ameliyattan 4-8 hafta sonra kan 6rnegi alindi (AS, 19 hasta).

Hastalardan alinan kanlar 4000 devir, 4 9C’de 15 dk santrifiij cihazinda
santrifiyj edildikten sonra plazma kismi alindi ve -80 °C’de saklandi.
5.6. Kantitatif @ Gercek Zamanli  Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (QRT-PCR) Asamasi
Calismamizda hasta plazmalarinda bir house keeping geni ve 9 adet

hedef geni olmak tizere on adet miRNA ekspresyon diizeyleri qRT-PCR ile
olculda.

5.6.1. miRNA izolasyonu

miRNA izolasyon islemi ilgili kitin protokoliine gére asagidaki sekilde
yapildi.

1) Tupe 200 pl plazma kondu, istiine 60 pl lysis buffer eklenip oda
sicakliginda 3 dk inkiibe edildi.

2) Ustiine 20 pl protein presipitasyon soliisyonu eklendi ve bir dk beklendikten
sonra ti¢ dk 1100x g de santrifiij edildi.

3) Elde edilen siipernatant yeni tiipe alinip tizerine 270 pl isopropanol eklenip

vortekslendi.

4) Spin kolon toplama tlipiine yerlestirildikten sonra tizerine 6rnek eklenip iki

dk. oda 1s1sinda inkiibe edildi. Daha sonra 30 sn 11000xg’de santrifiij edildi.
5) Toplama tiiptindeki sivi atildi ve ti¢ kez yikama iglemi yapildi.

U¢ yikama isleminden 6nce DNA kontaminasyonunu engellemek icin ek bir

protokol uygulandi. Bu protokole gore;
26



A) 700 pl yikama soliisyonu II, spin kolon membranina pipet yardimiyla direkt
olarak bosaltildi ve 11000xg de 30 sn santrifiij edildi.

B) Alttaki tipte biriken siva atildi. Spin kolon tiipe tekrar yerlestirildi. 250 ul
yikama soliisyonu II ile tekrar yikama islemi yapildiktan sonra 11000xg de 2

dk santrifiij edildi.

C) Alttaki sivi atildi. Spin kolondaki membrana 50 pul rDNAse direkt olarak
damlatildi. Oda 1sisinda 15 dk inkiibasyona birakildiktan sonra yikama

1slemine gecildi.

Ik yikama: 100 ul yikama soliisyonu I ile yapildiktan sonra 11000xg de 30 sn

santrifiij edildi. Toplama tiplndeki sivi atilda.

Ikinci yikama: 700 pl yikama soliisyonu II ile yapildi, ardindan 11000xg de 30

sn santrifij edildi. Toplama tipindeki sivi atilda.

Uctincti yikama: 250 pl yikama soliisyonu II ile yapildi, ardindan 11000xg de 2

dk santrifiij edildi. Spin kolondaki membranin iyice kurumasi beklendi.

6) Spin kolon 1,5 mllik yeni bir tlipe yerlestirildi ve lizerine 50ul RNase
icermeyen su eklendi. Bir dk oda 1sisinda inkiibe edildi. Daha sonra 1 dk

11000xg de santrifij edildi.

Elde edilen Total RNA konsantrasyonlar:1 Nanodrop cihazinda 6lgilda ve
miRNA 6rnekleri -80 °C saklanda.

5.6.2. cDNA sentezi

cDNA sentezi i¢gin ¢cDNA sentez kiti kullanildi ve kitin protokoli takip
edilerek islemler asagidaki belirtildigi gibi yapild.

1) Total RNA her 6rnek i¢in 10 ng olacak sekilde miktari ayarlanda.

2) cDNA sentezi i¢in alinan reaksiyon mix (2 ul), enzim (1 pl) ve spike
kitlerinden karigim (0,5 pl) hazirlandi. Ornek totalde 10 ng olacak sekilde
ustline eklendi. Total hacim 10 pl olacak sekilde niikleaz icermeyen su ile

tamamlanda.
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3) Reaksiyon icin asagidaki program thermal cycler cihazinda ayarlandi ve

gerceklestirildi.
42 0C 60 dk
95 °C 5 dk

Elde edilen cDNA’lar -20 °C’ de saklanda.
5.6.3. gRT-PCR miRNA ekspresyon analizi
miRNA ekspresyon analizi i¢in LightCycler® Nano PCR cihazi kullanildi.
cDNA’lar 1:40 oraninda sulandirildi.

RT-PCR tipiinde 5 pl master mix, 1ul primer, 4ul cDNA (totalde 10 pl)
olacak sekilde karisim hazirlanip RT-PCR cihazina kondu. Cihazda asagidaki

gibi program ayarlamp reaksiyon gerceklestirildi.
950C 10 dk (Hold)
950C 10sn} 60°C 1 dk (45 dongti)
Melting Curve agsamasi

5.7. Hiicre Kiltiiriit Asamasi

5.7.1. Hiicrelerin ekimi ve yasatilmasi

Hicre kiltiri asamasi i¢in DU 145 prostat kanseri hiicre dizisi
kullanildi. Hiicreler inkiibatérde % 5 CO,, % 95 O, iceren ve 37 °C sicakligin
oldugu ortamda T-25 (25 cm?) ve T-75lik (75cm?) flasklarda c¢ogaltildi.
Hiicrelerin c¢ogaltildigi besiyeri +4°C’de saklanan DMEM (%89), -20°C’de

saklanan FCS (%10) ve penisilin + streptomisin (%1) karistirilarak hazirlanda.

Daha sonra kullanilmak iizere sivi nitrojen igcerisinde muhafaza edilen
hiicreler ¢oziindiikten sonra 5 ml besiyeri eklenerek 25 cm?1lik flasklara ekimi
yapild1 ve inkiibatérde cogaltilmaya birakildi. Inkiibatérde bulunan flasklar,
iki giinde bir laboratuvarimizda bulunan alttan aydinlatmali (inverted) 1sik
mikroskobu ile hiicre c¢ogalma ve gelismesi yoniinden kontrol edildi.
Hicrelerin fizyolojik ve biyokimyasal aktiviteleri géz 6niinde bulundurularak,
flasklarda renk degisimi goézlenen besiyerleri steril pipet araciligiyla atilip,
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yenisi eklendi. Hiicrelerin 25 ecm?lik flasklarin tabanini % 85-90 civarinda
kaplamasiyla birlikte 75 cm?lik flasklara alindi ve hicreler bu flasklarda

cogaltilip deneye alindi.
5.7.2. Hiicre sayimi

Deney asamasinda istedigimiz sayida hiicre ekiminin yapilabilmesi igin
hiicre sayimi1 yapilmasi gerekmektedir. Bunun i¢in hiicre canhihik oraninin
Olciilebildigi Tripan mavisi yontemi kullanildi. Bu sayede 1 ml’deki canli hiicre
sayis1 belirlenebilmektedir. Canli olan ve hiicre zar1 hasar gérmemis hiicreler
Tripan mavisi ile boyanmamakta, boya hiicrenin i¢ine girmemektedir. Canh
olmayan hicreler boyayir absorbe etmekte ve Tripan mavisi ile mavi

boyanmaktadirlar.

Oncelikle flasklarda bulunan besiyeri pipetle ¢ekilerek atildi ve PBS ile
yikama yapildi. Kalan hiicreler tabandan uzaklastirilmak icin % 0,251k
tripsin—EDTA ile muamele edilerek inkubatorde 37°C’de 5 dakika beklendi.
Ardindan santrifiij tiipii icerisine tripsin miktarimin yaklasik iki kati miktarda
besiyeri eklenerek tripsinin etkisi uzaklastirildi. 900 devir, 4°C ve 5 dk olmak
uzere santrifiij edilerek stiipernatant uzaklastirildi. Hiicrelerin tzerine 2 ml
besiyeri eklendi. Geriye kalan hiicre soliisyonu pipetaj ile homojen hale
getirildi. Eppendorf tiiptine 0,1 ml hiicre soliisyonu, 0,15 ml PBS, 0,25 ml
Tripan mavisi konuldu ve hafifce dairesel hareketlerle c¢alkalandi. 5 dk
karanlikta inkiibe edildikten sonra hiicre sayim cihazinin sayim kasetine 10
pl olacak sekilde 6rnek konularak hiicre canlilik durumu belirlendi ve hiicre

sayimi1 yapildi.
5.7.3. Mimik transfeksiyonu

Mimik (agonist) transferi i¢in transfect reagent kullanildi. Protokole gore
transfeksiyon i¢in 2 tip kullanildi ve 96 kuyucuklu plate i¢in asagidaki

miktarlarda hazirlanda.
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Tip 1(miRNA) Tup 2 (transfect polimer)

__pl (5 pmol) miRNA 0,5 pl Xfect miRNA
__pl Xfect reaksiyon buffer 4,5 nl Xfect reaksiyon buffer
5 ul total voliim 5 ul total volim

Her tiup vortekslendikten sonra tip 2, tip 1’e eklendi. Karisim tekrar
vortekslendi. Oda sicakliginda 20 dk inkiibe edildikten sonra hiicre besiyerine
verilmeye hazir hale geldi. Hiicreler icinde serum olmayan besiyerine alindi.
Bu besiyerine hazirlanan karisim eklenerek 4 saat inkiibe edildi. Daha sonra
inkiibatorden hicreler alinarak besiyeri normal besiyeri ile degistirildi.
Boylelikle hiicreler deneysel isleme hazir hale getirildi. Kontrol grubu ise,
eklenecek miRNA miktar1 yerine reaksiyon buffer konarak ayni iglemlerden
gecirildi.

5.7.4. MTT yéntemi ile hiicre canliliginin él¢iilmesi

Mitokondri enzim substrat1 olan tetrazolium tuzlari hiicrelere verilerek
renge dayali olarak spektrofotometrik analiz yapilmaktadir. Tetrazolium
halkast canli hiicre mitokondrilerindeki dehidrogenaz enzimleri ile
parcalanarak, renkli formazan kristalleri olusmaktadir. Canli hiicre
mitokondrisi sari-soluk renkli MTT boyasinin tetrazolium halkasim
parcalayarak koyu mavi-mor renkli formazana indirgemektedir. Sonugta canl
ve mitokondri enzimleri aktif hiicreler mor renkte boyanirken, 6li hiicreler

boyanmamaktadir.

Tripan mavisi yontemi ile 1 ml’deki hiicre sayisi belirlendi. Hiicreler, 100
pl besiyeri eklenerek her bir kuyucuga 3x103 hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu plate’lere ekildi. 24 saat tabana tutunmalari i¢in siire verildi.
Ardindan hiicrelere mimik transferi yapildi. 48 ve 72 saat sonunda her bir
kuyucuk i¢in 10 pl MTT c¢ozeltisi eklenerek 37°C’de 3 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar bosaltilarak her kuyucuga 100’er pl DMSO
konuldu. 5 dk karanlik ortamda hafifce sallanarak beklendi. Olusan formazan

kristalleri 550 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu. Kuyucuklarda
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okunan optik yogunluk kontrol hiicrelerine gore yasayan hiicrelerin ylizdesine

cevrildi. Deney 3 kez tekrarlandi.
5.7.5. ELISA yontemi

DU 145 hicrelerinde, kaspaz 3-8-9 ile MMP 2 ve 9 diizeyleri ELISA
yontemi ile 6l¢giildi Her kuyucuga 2x10% hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu
plate ekim i¢in kullanildi. Mimik transferinin ardindan 48 saat beklendikten
sonra hicreler isleme alinmistir. Hicreler kuyucuklarin tabanindan
kaldirildiktan sonra medyum ile birlikte 3000 devir/dk, 4°C ve 5 dk olmak
tuzere santrifiij edildi. Medium uzaklastirildi ve hicreler soguk PBS ile
yikandi. Yikama sonrasi1 PBS uzaklagtirildi, 0.5 ml soguk 1mM
fenilmetilsiilfonil florid (PMSF) eklendi ve 5 dk buz lzerinde bekletildikten
sonra buz tizerinde sonike edildi. Bu sekilde hiicreler parcalandi. Daha sonra
12000xg’de +4 ©°C’de santrifiij edildikten sonra hiicre lizati bulunan
stipernatant bagka bir tipe alinarak —80 °C’de ¢alisilincaya kadar saklanda.
Calismaya baglamadan 6nce nanodrop cihazi araciligiyla biitiin 6rneklerdeki
protein miktari 6lgiildii. Protein miktar1 0,04 mg/ml olacak sekilde ayarlanip

ELISA islemine alindi. ELISA prosediiriu asagida belirtilen sekilde yapildi.

1-) Standarttan 120 pl alinarak tzerine 120 pl standart dilient eklendi ve
standart 5 hazirlandi. Daha sonra standart 5ten 120 pl alinip tizerine 120 pul
standart dilient eklendi ve standart 4 olusturuldu. Bu sekilde azalan seri

halinde bes standart olusturuldu.

2-) Kor olarak kullanilacak kuyucuga hicbir sey konulmadi. Bes adet standart
kuyucugu, 50 pl Streptavidin-HRP ve 50 pl standart konularak hazirlanda.

3-) Ornek kuyucuklar: ise 50 pl Streptavidin-HRP, 40 pl 6rnek ve 10 pl

antikor eklenerek hazirlanda.
4-) Kuyucuklar hazirlandiktan sonra 37 °C’de 60 dk inkiibe edildi.
5-) Butiin kuyucuklar yikama soliisyonu ile bes kez yikandi.

6-) Biitiin kuyucuklara 50 pl chromogen solution A ve 50 pl chromogen
solution B eklendi ve 37 °C’de 10 dk inkiibe edildi.
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7-) Butin kuyucuklara stop soliisyonu eklendi ve 10 dk iginde
spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda okundu.

5.7.6. H-E boyama

H-E boyamasi ¢ok uzun yillardan beridir dokularda ve hiicrelerde
morfolojik incelemelerde kullanilan bir yontemdir. Cesitli fiksatiflerle beraber
kullanilabilmektedir ve bu boyamayla dokunun sitoplazmik, niikleer ve hiicre
dis1 matriks 6zellikleri hakkinda bilgi saglamak mimkiindiir. Bu ikili boyama
tekniginin bir bileseni olan hematoksilen non-spesifik olarak cekirdegi koyu
mavi-mor bir renge boyamaktadir. Bu boyanma bazofilik boyanma olarak
adlandirilir. Diger bir bileseni olan eozin ise pembedir ve sitoplazmayr non-
spesifik olarak pembe renge boyar. Bu boyanmaya da eozinofilik boyanma adi
verilir. Bu boyanmada normal hiicreler genis sitoplazmaya sahip ve
cekirdekler agik renkte boyanmaktadir. Hiicrelerde 6liim siireci basladiginda,
sitoplazma gittikce azalmakta ve c¢ekirdek kiucilerek kondanse hale
gelmektedir. Ardindan g¢ekirdek fragmente olarak hiicre 6liimiu goriilmektedir

(Larson, Ho, Anumolu, & Chen, 2011).

Hiicrelerde mimik transferi sonrasi olusan degisimlerin morfolojisini
gozlemlemek i¢cin H-E boyama yapildi. 6 kuyucuklu plate, kuyucuk basina
4x10% hiicre ekildi ve transfeksiyon isleminin ardindan 48. ve 72. saatte

boyamaya alindi. Yapilan igslemler sirasiyla soyledir;

1-) Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin besiyeri uzaklastirild: ve hiicreler steril
PBS ile birkag defa yikama isleminden gegirildi

2-) Daha sonra hiicreler soguk metanol ¢ozeltisiyle 10 dk fikse edildi.

3-) Fiksasyonun hemen sonrasinda hiicreler herbiri 5 dk olmak tzere li¢ defa
PBS ile yikand.

4-) Ardindan % 0.2 Tiriton X ile 5 dk inkiibe edildikten sonra her biri 5 dk
olmak tizere li¢ defa PBS ile yikanda.

5-) Hicreler 5 dk hematoksilen boyasinda bekletildikten sonra herbiri 5 dk
olmak tizere li¢ defa PBS ile yikandi ve daha sonra, 5 dk % 1 amonyakli suda

bekletildi.
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6-) U¢ defa PBS ile yikama agamasindan sonra 3-4 dk boyunca eozin ile
boyandiktan sonra tli¢c defa PBS ile yikandi ve bu islemi takiben su bazh

yapistirici ile kapatilarak mikroskopta incelendi.

5.7.7. Bax/ Bcl-2 immunositokimya boyama ile apoptoz tayini

1-) Alt1 kuyucuklu flaskin tabanina lamel kondu, tizerine 4x104 hiicre ekimi
yapild1 ve bir giin sonra mimik transferi yapildi

2-) 30 saat inkilibasyon sonrasinda hiicrelerin besiyeri uzaklagtirildi ve
hiicreler steril PBS ile birka¢ defa yikandi.

3-) Daha sonra hiicreler soguk metanol ¢ozeltisiyle 10 dk fikse edilda.

4-) Fiksasyonun hemen sonrasinda hiicreler her biri 5 dk olmak tizere ti¢ defa
PBS ile yikanda.

5-) Ardindan % 0.2 triton X ile 5 dk inkiibe edildi ve her biri 5 dk olmak tizere
3 defa PBS ile yikanda.

6-) On dk hazir bloklama soliisyonuyla bloke edildi.

7-) Ustii hidrofobik kalemle cizildikten sonra yeterli derecede seyreltilmis Bel-
2 veya Bax primer antikorlar: eklendi.

8-) +4 9C’ de gece boyu nemli ortamda inkiibe edildi.

9-) Ertesi giin her biri 5 dk olmak tizere ti¢ defa PBS ile yikandi, bu sekilde
baglanmayan antikorlar uzaklastirilmig oldu.

10-) Daha sonra 10 dk boyunca biotinli ke¢i anti-polivalant soliisyonuna tabi
tutuldu.

11-) Her biri 5 dk olmak tizere ti¢c defa PBS ile yikandiktan sonra hiicreler on
dk streptavidin peroxidase konjugatiyla inkiibe edildi.

12-) Her biri 5 dk olmak tzere ti¢ defa PBS ile yikandiktan sonra kromojen
eklendi.

13-) Mikroskopta renk degisimi goriiliince karsit boyama yapildi ve hiicreler su

bazli yapistirici ile kapatilarak mikroskopta incelendi.
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5.7.8. Migrasyon testi

1-) Alt1 kuyucuklu plakalara hiicre ekimi yapilda.

2-) Plakanin tabani hiicreler tarafindan kaplandiginda mimik transferi
yapildi.

3-) Tabani1 hiicrelerce kaplanmis durumdaki (konfluent) kuyucuklar 100 ul
sar1 pipet ucuyla ¢izildi.

4-) Cizilmeyle beraber kalkan hicrelerin uzaklastirilmasi i¢in besiyeri
degistirildi.

5-) Hiucreler arasi esit uzunlukta olusturulan Dbolgeler (yara alani)
mikroskopta incelenerek igsaretlendi.

6-) Bu 1isaretlenen yara alanlari, belirli araliklarla mikroskopta tekrar
incelenerek resimler c¢ekildi. Yara alani kapandiginda resim c¢ekimi
sonlandirilda.

7-) En son elde edilen resimlerde hiicrelere arasi yara alani ve degisimi Image

J programai ile analiz edildi.
5.8. Istatistiksel Analiz

RT-PCR miRNA ekspresyon analizi i¢cin LightCycler® Nano Software’den
alinan sonucglar Microsoft Excel programina aktarilip 2-8Ac¢t relatif
kuantifikasyon yontemiyle hesaplandi. Daha sonra GraphPad Prism 7.04 ile
one-way ANOVA varyans analizi ile herbir grup bir digerine gore

karsilastirilip p<0,05 degeri anlaml olarak kabul edildi.

ELISA analizinde, spektrofotometreden alinan sonuclar Microsoft Excel
programinda, standartlara gore konsantrasyonlari lineer regresyon
denklemiyle hesaplandi. ELISA ve MTT analizinde, gruplar kontrol grubuna
gore oneway ANOVA/Dunnet testi uygulanarak istatistiki olarak
degerlendirildi. p<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

Migrasyon testinde alinan gériintiillerdeki 6l¢imler Image J program ile

yapildi.
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6. BULGULAR

BPH ve radikal prostatektomi geciren hastalarin yas ve PSA diizeyleri
dagilimi, karsilagtirilmasi ile gleason skorlamasi asagidaki sekildedir (Tablo

6.1)

Tablo 6.1 Gruplarin yas, PSA ve gleason dagilimi
Benign Prostat Prostat

Hiperplazisi Kanseri
YAS
Ortalama 67,5 62,89
Standart Sapma 8,92 5,657
Standart hata 2,102 1,275
PSA
Ortalama 8,325 11,57
Standart Sapma 11,04 7,968
Standart hata 2,677 1,828
P degeri 0,0456
GLEASSON Skoru
6 5
7 14

BPH grubunun PSA diizeyi daha disik olmasina ragmen (p=0,0456),
1/8’inde 10 ng/ml nin tzerindedir. Bitin hastalar i¢inde en yiksek PSA
diizeyi 40,88 ng/ml ile yine bir BPH hastasina aittir (Sekil 6.1).
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Sekil 6.1 BPH’li ve PK’li hastalarin PSA dagilim

BPH’li ve PK’li hastalarin yaslar1 karsilastirildiginda anlamh farklilik
bulunmaktadir ve BPH’lilerde (ort:67,5) daha ylksektir (Sekil 6.2).
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Sekil 6.2 BPH’li ve PK’li hastalarin yaglarinin kendi grup ortalamalarina gére dagilimi.
6.1. qRT-PCR miRNA Ekspresyon Analizi Sonuclari

Calismamizda hasta plazmalarinda bir house keeping geni ve 9 adet
hedef geni olmak tlizere on adet miRNAnin gen ekspresyon analizi gRT-PCR
ile yapildi. Calismamizda BPH grubu kontrol grubu olarak degerlendirildi.
Hedef miRNA’lardan hsa-miR-361-3p, hsa-miR-1285-5p ve hsa-miR-203a-3p
ekspresyon diizeyleri belirlenemedi. Diger miRNA’larin sonucglar1 asagida
verildi. p<0,05 anlaml olarak kabul edildi.
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Calismamizda miR-125b-5p ekspresyon diizeylerinde, AO grupta (p=
0,0426) ve AS grupta (p=0,0042) kontrol (BPH) grubuna gore anlamli diizeyde
azalma bulundu. Fakat AO grup ile AS grup arasinda fark bulunamadi
(p>0,9999; Sekil 6.1.1).

miR-125-5p
2.5+
2.0
1.54
*
1.0 * %
1
0.0' T
O 9
& < ¢

Sekil 6.1.1 BPH, AO ve AS grubu hastalarin plazmalarinda miR-125b-5p ekspresyon
diizeylerinin analizi. BPH grubu kontrol grubu olarak degerlendirildi.

Elde ettigimiz sonuclara gore miR-145-5p ekspresyon diizeylerinde AO
grupta (p= 0,0300) kontrol grubuna gére anlamli dizeyde azalma bulundu.
Fakat AS grupla kontrol grubu arasinda (p=0,6027) ve AO grup ile AS grup
arasinda (p=0,4906) miR-145-5p ekspresyon diizeylerinde anlamh fark
bulunamadi ( Sekil 6.1.2).
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Sekil 6.1.2 BPH, AO ve AS grubu hastalarin plazmalarinda miR-145-5p ekspresyon
dizeylerinin analizi.

Calismamizda miR-221-3p ekspresyon diizeylerinde, AO grupta kontrol
grubuna gore (p=0,0004) ve AS grubuna goére (p=0,0236) anlamlh dizeyde
azalma bulundu. Kontrol grubu ile AS grup arasinda ise anlamli fark olmadig:

gozlendi (p=0,5854; Sekil 6.1.3).

miR 221-3p
4-
> a
23
<
g 2 *
s ]
© *
@ 1- * *
1
0- T
X v v

&

Sekil 6.1.3 BPH, AO ve AS grubu hastalarin plazmalarinda miR-221-3p ekspresyon
diizeylerinin analizi.
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Calismamizda miR-486-5p ekspresyon diizeylerinde AS grupta kontrol
grubuna gore anlaml diizeyde artis oldugu gorildi (p= 0,0351). AO grupla
kontrol grubu arasinda (p=0,6226) ve AO grupla AS grup arasinda (p=0,1936)
miR-486-5p ekspresyon diizeylerinde anlamli fark bulunmadi (Sekil 6.1.4)
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Sekil 6.1.4 BPH, AO ve AS grubu hastalarin plazmalarinda miR-486-5p ekspresyon
diizeylerinin analizi.

Calismamizda miR-130b-3p ekspresyon diizeyleri AO grupta kontrol
grubuna goére anlamli dizeyde disiik bulundu (p= 0,0225). Fakat AS grupla
kontrol grubu arasinda (p= 0,6963) ve AS grupla AO (p= 0,4118) grup arasinda

anlaml fark gorilmedi (Sekil 6.1.5)
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Sekil 6.1.5 BPH, AO ve AS grubu hastalarin plazmalarinda miR-130b-3p ekspresyon
diizeylerinin analizi.

Elde etigimiz verilere gore miR-301a-3p’nin ekspresyon analizinde,

gruplar arasinda herhangi bir farklilik gézlenmedi (p>0,9999; Sekil 6.1.6).
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Sekil 6.1.6 BPH, AO ve AS grubu hastalarin plazmalarinda miR-301a-3p ekspresyon
diizeylerinin analizi.
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6.2 Hiicre Kiiltiiri Sonuclar:

Hicre kilturt asamasi DU 145 insan prostat kanseri hiicre dizilerinde
calisildi. Laboratuvarimizda c¢ogalttigimiz hiicrelerin goéruntiileri asagida
verilmistir (Sekil 6.2.1). qRT-PCR asamasinda ekspresyon diizeylerinde
anlamh farkhilik buldugumuz miRNA’larin ti¢iniin mimikleri kullanildi; hsa-
miR-125b-5p, hsa-miR-145-5p, hsa-miR-221-3p. U¢ adet mimik ve kontrol

olmak tizere 4 grupla ¢aligildi.

Sekil 6.2.1. Mikroskopta DU 145 hiicrelerinin genel gériintisi (10X).

6.2.1. MTT sonuclar:

MTT analizi sirasinda hiicrelerden goériintiledigimiz formazan kristalleri

sekil 6.2.1.1" de gosterilmistir.
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Sekil 6.2.1.1 Hicre ortamma MTT eklenmesi sonucu hicrelerde olusan formazan
kristallerinin genel goriintiisi (A: 20X biiytiitme, B:10X biyltme)

MTT analizi sonras1 elde edilen hiicre canlilik oranlari kontrol grubuna
gore karsilastirilarak degerlendirildi. Ortalama olgtimleri asagidaki formiile

gore hesaplandi ve canlilik oranlar1 tablo 6.2.1.1’de verildi.
Formiil: Her bir kuyucuktaki ila¢ verilen hiicre absorbansi x 100 /
Kontrol hiicrelerinin ortalama absorbansi

Tablo 6.2.1.1 Agonistler ile transfekte edilen DU 145 hiicrelerinde MTT yo6ntemi ile
48. ve 72. saatte elde edilen canlilik oranlari.

CANLILIK ORANLARI
Gruplar 48 Saat (%) | 72 Saat (%)
miR-125b-5p 90% 63%
miR-145-5p 94% 72%
miR-221-3p 99% 82%
Kontrol 100% 100%

miR-125b-5p (p=0,4747), miR-145-5p (p=0,7872) ve miR221-3p'nin
(p=0,8415) DU 145 hiicrelerine transfeksiyonundan 48 saat sonra, kontrol
grubuna gore hiicre canlihigimi biraz diisiirmelerine ragmen istatiksel olarak

anlamh farklilik olusturamadiklar: gézlendi (Sekil 6.2.1.2).
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Sekil 6.2.1.2 Agonistler ile transfekte edilen DU 145 hiicrelerinde 48. saatte MTT yontemi ile
elde edilen absorbans degerleri.

MTT yontemiyle yaptigimiz analizde, miR-125b-5p (% 63 canlilik orani;
p= 0,0001), miR145-5p (% 72 canlilik orani; p= 0,0051) ve miR-221-3p’nin (%
82 canlilhik orani; p= 0,0276) transfeksiyon isleminden 72 saat sonra kontrol

grubuna gore DU 145 hiicrelerinde anlamli diizeyde hiicre canliligimi azalttigi

bulundu (Sekil 6.2.1.3).

MTT 72 saat

absorbans

Sekil 6.2.1.3 Agonistler ile transfekte edilen DU 145 hucrelerinde 72. saatte MTT yontemi ile
elde edilen absorbans degerleri.
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6.2.2. ELISA sonucglart

DU 145 hicrelerinde, kaspaz 3-8-9 ile MMP 2 ve 9 diizeyleri ELISA
yontemi 1ile olgulda. Spektrofotometrede o6lgiilen absorbans degerlerinin
konsantrasyonlari, standartlara gore Excel’lde hesaplandi. Gruplarin
konsantrasyon degerleri One way ANOVA analizi ile kontrol grubu

konsantrasyonlarina gore degerlendirildi. p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.

ELISA ile DU 145 hiicre lizatlarinda yaptigimiz 6l¢iimde, mimiklerimiz
miR-125b-5p (p=0,0370), miR-145-5p (p=0,0018) ve miR-221-3p’nin (p=0,0038)
kontrol grubuna gore kaspaz 3 diizeylerinde anlamli diizeyde artisa neden

olduklar: gozlendi (Sekil 6.2.2.1).

Kaspaz 3

ng/ml

Sekil 6.2.2.1 Agonistler ile transfekte edilen DU 145 hiicrelerinde kaspaz 3 dizeylerinin
degerlendirilmesi.

Calismamizda DU 145 hiicre lizatlarinda miR-125b-5p (p=0,0152) ve
miR-221-3p’in (p=0,0294) kontrol grubuna goére kaspaz 8 seviyesini anlamh
diizeyde yikselttikleri bulundu. Buna karsin miR-145-5p (p=0,1118)nin
kontrol grubuna gore anlaml farklilik olusturmadig: belirlendi (Sekil 6.2.2.2).
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Sekil 6.2.2.2 Agonistler ile transfekte edilen DU 145 hiicrelerinde kaspaz 8 dizeylerinin
degerlendirilmesi.

Calismamizda, miR-125b-5p (p= 0,9913), miR145-5p (p= 0,9566) ve miR-
221-3p (p> 0,9999)nin DU 145 hiicreleri kaspaz 9 diizeylerinde kontrol
grubuna gore anlamh farklilik olusturamadiklar: bulundu ( Sekil 6.2.2.3).

Kaspaz 9

) T T

ng/mil

Sekil 6.2.2.3 Agonistler ile transfekte edilen DU 145 hiicrelerinde kaspaz 9 diizeylerinin
degerlendirilmesi
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ELISA yontemiyle DU 145 hiicre lizatlarinda ol¢tigiimiz MMP 2
diizeylerinde, miR-125b-5p (p= 0,3412), miR145-5p (p= 0,1715) ve miR-221-3p
(p= 0,2143)nin kontrol grubuna gore anlamli farklilik olusturmadiklar:
gozlendi (Sekil 6.2.2.4).
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Sekil 6.2.2.4 Agonistler ile transfekte edilen DU 145 hiicrelerinde MMP 2 diizeylerinin
degerlendirilmesi

DU 145 hiicrelerinde ELISA yontemi ile yaptigimiz analizde, miR-125b-
5p (p=0,7716) ve miR145-5p (p=0,961) ile transfekte edilen gruplar kontrol
grubu ile kiyaslandiginda MMP 9 dizeylerinde anlamh farklilik
gozlenmezken, miR-221-3p’nin (p=0,0040) kontrol grubuna goére anlamh
diizeyde dusiik oldugu belirlenmistir (Sekil 6.2.2.5)

46



MMP 9

R Q R
oY b2 b2 o
& FWw

Sekil 6.2.2.5 Agonistler ile transfekte edilen DU 145 hiicrelerinde MMP 2 diizeylerinin
degerlendirilmesi

6.2.3. H-E ile hiicrelerin morfolojik degerlendirilmesi

Calismamizda Transfekte hiicrelerin 48. Saatteki H-E boyanmalar1 Sekil
6.2.3.1’de gosterildi.
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Sekil 6.2.3.1 Transfeksiyondan 48 saat sonra DU 145 hiicrelerinin H-E boyama gértintiileri.
A-) Okromatik cekirdek ve genis sitoplazmaya sahip normal DU145 hiicreleri gérilmektedir
(oklar). B-) miR-125b-5p transfekte edilmis DU145 hicrelerinde cekirdek fragmentasyonu
(Beyaz ok), yogunlasmis cekirdek ve eozinofilik sitoplazmaya sahip hicre (kirmizi ok)
goriulmektedir. C-) miR -145-5p transfekte edilmis DU145 hiicrelerinde ¢ok sayida
yogunlagmig ve boyut olarak kii¢ilmiis ¢ekirdek igeren hiicreler goériintilenmektedir (Beyaz
oklar). D-) miR-221-3p transfekte edilmis DU145 hicrelerinde ¢ok sayida yogunlagmis ve
boyut olarak kiigiilmiis ¢ekirdek igeren hiicreler goriintilenmektedir (Beyaz oklar).

Calismamizda transfekte hiicrelerin 72. saatteki H-E boyama goriintiileri

Sekil 6.2.3.2’de gosterilmigtir.
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Sekil 6.2.3.2 Transfeksiyondan 72 saat sonra DU 145 hiicrelerinin H-E boyama
goriintiileri. A-) Okromatik cekirdek ve genis sitoplazmalara sahip normal DU145 hiicreleri
(oklar). B-) miR -125b-5p tranfekte edilmis DU145 hiicrelerinde, eozinofilik sitoplazmal
yogunlagsmis ¢ekirdekli hiicreler gosterilmistir (beyaz oklar) C-) miR-145-5p tansfekte edilmis
DU145 hiicrelerinde, ¢ekirdek fragmentasyonlari (beyaz oklar) ve yogunlasmis c¢ekirdekli
hiicreler (kirmizi oklar) gosterilmistir. D-) miR-221-3p transfekte edilmis DU145 hicrelerinde
¢ekirdek fragmentasyonlar: ve yogunlasmigs ¢ekirdekli hiicreler (kirmizi oklar) gésterilmigtir.

6.2.4. Migrasyon testi sonucglari

DU 145  hicrelerinin 6 kuyucuklu plate tabanini tamamen
doldurmalarinin ardindan transfeksiyon islemi yapildi. Daha sonra mimikler
ve kontrol gruplarinin kuyucuk tabanina yapisik hiicre tabakasi, 100 pl pipet
ucuyla c¢izilerek hasarlandi ve her kuyucukta neredeyse ayni1 boyutlarda bosg
alan acildi. Cizme islemini takiben saglam hiicreler bogsalan alani hizla tekrar
doldurmaktadirlar. Bu da bize kanser hiicrelerinin metastaz ve yayilim hiz

hakkinda destekleyici bilgi vermektedir.

Test uygulanirken fotograflarda Image J programai ile onbir farkli yerden

O0lciim alinmis ve ortalamalari ile hesaplama yapilmistir. Fotograflar 10X
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objektif kullanilarak cekildi. Ol¢iimler 0. — 9,5. — 24. - 48. saatlerde alinda.
Elde edilen 6lgimler asagida verildi (Tablo 6.2.4.1)

Tablo 6.2.4.1 Migrasyon testi. Ol¢iimler pm cinsinden yazilmistir.

SAATLER
Gruplar 0 9,5 24 48
kontrol 8054 |524,7 2657 [29,5
miRNA-125 |778 632,6 576,2 |455,5
miRNA-145 |810,1 |547 482,5 |304,2
miRNA-221 |791,9 |637,9 483,4 |483,4
= ¢ |kontrol 45,4 35,1 38,1 0
g;%: miRNA-125 42,1 33,2 144,2 82,9
g g miRNA-145 |52,4 51,4 62,4 90,2
*g $ |miRNA-221 |30,3 38,9 92,4 92,4

Mimiklerin ve kontrol grubunun kapatabildikleri yara boslugunun
zamana ve birbirilerine gore degisimi ylzdelik olarak agsagida gosterildi (Sekil

6.2.4.1).

Yara iyilesme Testi

kontrol - MIRNA-125 === miRNA-145  e=——miRNA-221

kontrol
-miRNA-125
e MiRN A-145

— MiRNA-221

Sekil 6.2.4.1 Migrasyon testi.
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Image J programi ile migrasyon testinin baslangicinda pipet ucu ile
cizimden sonra kontrol (805,4 pm), miR-125b-5p (778 pm), miR145-5p (810,1
pm) ve miR-221-3p (791,9 pm) gruplarinin genel gorintiisi Sekil 6.2.4.2

verilmigtir.

Sekil 6.2.4.2 Migrasyon testi baslangi¢ gértuntileri (10x bliytitme).
Image J programi ile migrasyon testinin 9 *%. saatinde kontrol (524,71m)
miR-125b-5p (632,6 pm), miR145-5p (547 pm) ve miR-221-3p (637,9 pm)

gruplarinin genel goriintisii Sekil 6.2.4.3’te verilmistir.

K miR-
[o} 125b
N -5p
T
R
(o]
L
miR- miR-
145 221
-5p -3p

Sekil 6.2.4.3 Migrasyon testi 9 % .saatteki gortintiileri (10x biiyiitme).
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Image J programi ile migrasyon testinin 24. saatinde kontrol (265,7um)
miR-125b-5p (576,2 pm), miR145-5p (482,5 pm) ve miR-221-3p (483,4 pm)

gruplarinin genel goriuntisa Sekil 6.2.4.4’te verilmistir.

Sekil 6.2.4.4 Migrasyon testi 24. saat goriintiileri (10x biiylitme)

Image J programi ile migrasyon testinin 48. saatinde kontrol (29,5 pm)
miR-125b-5p (455,5 pm), miR145-5p (304,2 pm) ve miR-221-3p (483,4 pm)

gruplarinin genel goriintiisii Sekil 6.2.4.5’te verilmigtir.
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Sekil 6.2.4.5 Migrasyon testi 48. saatteki goriintiileri (10x biiytitme).

6.2.5 Bax-Bcl immunositokimya boyama ile apoptozun

degerlendirilmesi

Hiicre o6limlerinin apoptoz ile meydana geldigini desteklemek amaciyla
Bax/Bcl-2 immiinositokimyasal boyama yapildi. Bax ve Bcl-2 mitokondride
bulunan sirasiyla pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerdir. Apoptozu
regiile eden Bcl-2 gen ailesi proteinleri, ¢cok yaygin olarak apoptozun belirteci
olarak kullanilirlar. Fazla Bax ifadesi apoptozu gosterirken, Bcl-2 nin fazla
ifadelenmesi ise apoptozun baskilandig1 ve yasam sinyallerinin fazla oldugu
anlamina gelmektedir. Hiicreler primer antikor ile boyandiklarinda kahve
kirmizi renk alirken boyanmadiklari zaman bu rengi almamaktadir. Bu

sayede hiicrelerde baktigimiz genin ifadelenip ifadelenmedigini anlamaktayiz.

Calismamizda, proapoptotik belirte¢ olan Bax ile boyama sonucu kontrol
grubu hiicreleri boyanmazken miR-125b-5p transfekte hiicrelerin proapoptotik

olarak kahve-kirmizi renkte boyandigi goriilmektedir (Sekil 6.2.5.1).
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MIR 125 MIR 125

Sekil 6.2.5.1 miR-125b-5p transfeksiyonu yapilmis DU 145 hiicrelerinde Bax antikoru ile
boyama goriintiileri (40X biyltme).

Bax immiinositokimya boyama ile kontrol grubu boyanmazken miR-145-
5p ile miR-221-3p transfekte hiicrelerin proapoptotik olarak kahve-kirmizi
renkte boyandigi goriilmektedir (Sekil 6.2.5.2).
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Sekil 6.2.5.2 miR-145-5p ve miR-221-3p transfekte DU 145 hiicrelerinin Bax antikoru ile
boyama goriintiileri (40X biyttme).

Apoptoz inhibitori Bel-2 gen ifadelenmesini immiinositokimya boyama
ile inceledigimizde, miR-125b-5p transfekte hiicrelerin boyay1 almadigini,
kontrol grubu hiicrelerin ise antiapoptotik Bel-2 antikoru uygulamasi ile

kahve-kirmizi renkte boyandig gériilmektedir (Sekil 6.2.5.3).
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Bcl-2

MIR 125 MIR 125

Sekil 6.2.5.3 Normal ve mir-125b-5p transfekte DU 145 hiicrelerinin Bel-2 antikoru ile
boyama gortintiileri (40X biuytutme).

Diger mimiklerimiz miR-145-5p ve miR-221-3p transfekte edilmigs DU
145 hiicrelerinin antiapoptotik Bel-2 antikoru uygulanmasi ile boyanmadigi

gorilmektedir (Sekil 6.2.5.4).
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MIR 145 MIR 145

Bcl-2

MIR 221 MIR 221

Sekil 6.2.5.4 miR-145-5p ve miR-221-3p transfekte DU 145 hiicrelerinin Bcl-2 antikoru ile
boyama gériintiileri (40x bluyutme).
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7. TARTISMA

PK erkeklerde kanserlerden 6limiin en sik ikinci nedenidir (Siegel vd.,
2019). Tan1 geciktikce tedavi olasilig1 azalmakta ve yeniden tekrarlama sikligi
artmaktadir. Tanida kullanilan PSA oOlgiminin o6zgulligi dusiktir ve
siklikla yanlis sonu¢ vermektedir. Bu sebepten dolayr PK’nin tanisi i¢in yeni
belirteglere ihtiya¢ duyulmaktadir. Viicut sivilarinda stabil olarak bulunan ve
cesitli hastaliklarda diizeyleri degisen miRNA’lar uygun hedef olarak one
cikmaktadirlar (Lu vd., 2005).

miRNA ile ilgili arastirmalarin ¢ok bliylik bir kisminda doku ve hiicre
kaltiri tekniklerinin kullanildigr goérilmektedir. Kandan miRNA dizeyi
Olgimi 1le 1lgili ¢alismalar sinirlidir. Doku c¢alismalar: zaten hastalik tanisi
konmusg ve c¢ogunlukla radikal prostatektomi ameliyati gecirmis hastalar
uzerinde yapilmaktadir. Doku calismalarindan elde edilen verilerin tekrar kan
orneklerinde calisilarak dogrulanmasina ihtiya¢ vardir. Sayisi iki binin
uzerinde olan miRNA’larin hangilerinin PK olugumu ile ilgili oldugunun tespit
edilebilmesi i¢cin daha ¢ok calismaya ihtiyac¢ vardir. PK’nin teshisinde, kandaki
miRNA ekspresyon diizeylerinin belirlenmesinin ve bunlarin bir panel halinde

diizenlenmesinin gelecekte yararl olabilecegi diisiincesindeyiz.

Calismamizda PK hastalarin plazmalarinda o6l¢tiigiimiiz miRNA’lardan
miR-125b-5p, miR-145-5p, miR-221-3p ve miR-130b-3p’nin ekspresyon
diizeylerinde kontrol grubu olarak kabul ettigimiz BPH grubuna goére anlamh
farklilik g6zlenirken miR-486-5p ve miR-301a-3p’nin ekspresyon diizeylerinde
anlamli farkhihk goézlenmedi. miR-486-5p ekspresyon dizeylerinin ise AS
grupta kontrol grubuna goére anlamh olarak yiksek oldugu gorildi.
Calismamizda miR-361-3p, miR-1285-5p ve miR-203a-3p plazmada
saptanamamigtir. Bunun nedeninin bu miRNA’larin hastalarimizin
plazmasinda amplifiye olacak diizeyde bulunmamasindan kaynaklandig:

distunilmektedir.

miR-125b-5p ekspresyon diizeyleri, hem AO (p=0,0426) hemde AS
(p=0,0042) grupta BPH grubuna gore anlaml dizeyde diigiik bulundu. Bizim

58



sonucumuza benzer olarak Ozen ve ark yaptiklar:i ¢calismada, mikroarray ve
RT-PCR yontemi ile mir125b, mir-145, let-7c ekspresyon diizeylerini PK
dokularinda disiik bulmuslardir. Ayrica miR-125b ekspresyon diizeyindeki bu
azalmanin, aralarinda PK olugsmasinda ve ilerlemesinde rol alan genlerin de
bulundugu yirmi alt1 genin ekspresyonunu arttirdigini belirtmiglerdir (M.
Ozen, Creighton, Ozdemir, & Ittmann, 2008). Calismay1 planlarken AO grubu
kanserli hastalarin plazmalarinda olusabilecek miRNA degisimlerinin, AS
grupta kontrol grubu diizeyine dénecegini distinmistiik. Ancak, beklentimizin
aksine AS grupta miR-125b-5p diizeyinde daha fazla disis gorilmistir. Kim
ve arkadaslar1 2012 yilinda yaptiklar: calismada, miR-125a/bnin diffiiz bluytik
B hiicreli lenfomada yuksek diizeyde bulundugunu ve NF-kB yolagini aktive
ettiklerini belirtmiglerdir (Kim vd., 2012). Ayrica, servikal kanser (Sun vd.,
2019) ve akciger kanserinde (X. Wang vd., 2015) miR-125b’nin diizeyleri
yiksek bulunmasina ragmen, hepatoselliler karsinom (Tsang vd., 2014) ve

Ewing sarkomda (J. Li, You, & Jing, 2014) diisiik bulunmustur.

miRNA c¢alismalarinin en buylik dezavantaji miR-125b gibi tek bir
miRNA'min farkh sistemlerde karsit fonksiyonlara sahip olma kabiliyetidir. Bu
ozellik miR-125b gibi bir miRNA’nin doku/ortama gére hem onkojenik hem de
timor baskilayici kabiliyetine sahip oldugunu géstermektedir. Bu tutarsizlik,
p53 gibi miR-125b'min hedefleriyle kismen acgiklanabilmektedir. Baz1 kanser
dokularinda, miR-125b'nin asir1 ekspresyonu, apoptozu bloke eden p53
kaybina neden olmaktadir. Baska dokularda, bir ihtimal p53 mutasyona
ugramakta ve miR-125b kaybi, meme kanserinde epidermal biiyime faktori
reseptori (EGFR) aile uyeleri ERBB2 / 3 gibi onkojenik hedeflerin
ekspresyonuna neden olmaktadir (Banzhaf-Strathmann & Edbauer, 2014).
MiR-125a ve miR-125b'nin hiicre farklilagsmasini, proliferasyonunu ve
apoptozu hiicre tipine spesifik bir gsekilde diizenlemektedir. Bunlarin
diizeylerindeki farkhiliklarin modiile ettikleri, daha tam olarak bilemedigimiz
hiicre yolaklar1 tizerinden otoimmiin hastaliklar ve kansere sebep olduklari

distinulmektedir (J. K. Wang, Wang, & Li, 2019).
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miR-145-5p ekspresyon diizeyi AO grupta, BPHli gruba gore anlaml
diizeyde diusik bulundu (p=0,0300). AS grupta ise az artis gorilmiis ve
anlamli farklihk ortadan kalkmistir (p=0,6027). Cerrahi operasyon sonrasi,
diizeyl normale yaklagsma egilimi goéstermistir. Yang ve arkadaslar1 2014
yilinda aralarinda prostat kanseri, osteosarkom, meme kanseri, serviks
kanseri gibi g¢esitli malignitelerin bulundugu 18 farkh c¢alisma tizerinde meta
analiz yapmislardir. miR-145-5p'nin o6zellikle p53 geni tizerinden DNA
hasarimi diizenledigini ve bunun yani sira miR-145-5p diizeylerindeki
yuksekligin distkligine gore, belirte¢ olarak daha etkin kullanilabilecegini
one stirmiuslerdir (Yang vd., 2014). Ozen ve ark. yaptiklar: calismada miR145-
5p ekspresyon diizeyini arttirmanin SOX2 geninin ifadelenme diizeyini
distirdiginia bulmuslar ve miR145-5pnin bu gen aracihifiyla apoptozu
arttirarak hiicre proliferasyonunu azalttigini séylemiglerdir (M. Ozen vd.,
2015). Bizim plazmada buldugumuz sonuglara paralel olarak, bagka bir
calismada PK dokusu ve bitisigindeki normal dokudaki miR-145 ekspresyon
diizeyleri o6l¢iilmis ve BPH’lilere gore anlamli dizeyde dusiik oldugu

gozlenmigtir (Suh vd., 2011).

Calismamizda miR-221-3p diizeyleri AO grupta kontrol grubuna gére
diisiik olup, ileri derecede anlamli bulundu (p=0,0004). Radikal prostatektomi
sonras1 miR-221-3p diizeylerinin artig gosterdigi ve anlamh farkliligin ortadan
kalktig gorildi (p=0,5824). Yine de AO grupla AS grup arasinda anlamh fark
oldugu gorilmustir (p=0,0236). Zhang ve arkadaslar1 2018 yilinda yaptiklar:
meta analiz calismasinda miR-221/22 ailesinin diizeylerindeki yiksekligin
yagsam sliresi ile ters orantili oldugunu belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda,
Gleason grade 6 ve 7 PK hastalar ile ¢alisma yapilmistir. Bu hastalarda
prognoz iyidir ve yasam siiresi on yilin izerindedir. Bu sonu¢ hastalarimizda
miR-221-3p ekspresyonun diizeyinin disiik bulunmasiyla pozitif korelasyon
gostermektedir (Zhang vd., 2018). Shao ve ark. 2018 yilinda yaptiklar:
calismada miR-221-5p diizeyinin PK hastalarda yiiksek oldugunu ve timor
stipresor gen olan SOCS1 ekspresyonu degistirerek, hiicre cogalmasi ve

metastazi arttirdigini belirtmiglerdir. (Shao, Ma, Zhang, & Zhu, 2018). Gu ve
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ark. 2015 yilinda yaptiklari ¢alismada PK hastalarin dokularinda, miR-182 ve
miR-200c¢ diizeyini yiksek, miR-221-3p diizeyini ise disiik bulmuslar ve PK

teshisinde kullanilabilecegini 6ne stirmuslerdir (Gu vd., 2015).

Elde ettigimiz verilere gére miR-130b-3p ekspresyon diizeylerinin AO
grupta BPH hastalarina gore diigik olup, anlaml farklilhik oldugu gorildi
(p=0,0225). AS grupta ise kontrol grubuna gore istatistiki olarak fark
gozlenmedi (p=0,6963). Bizim sonucumuza benzer olarak Chen ve ark. 2015
yilinda yaptiklar: ¢calismada, PK doku ve hiicre dizisinde miR-130b seviyesinin
distik oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica miR-130b inhibisyonunun MMP2
uzerinden invazyon ve migrasyonu arttirdigini géstermislerdir (Q. Chen vd.,
2015). Ayrica miR-130b ekspresyon diizeyleri meme kanserinde dusik
bulunurken (Shui vd., 2017), akut promiyelositik 16semi (Gong, Xu, Jiang,
Guan, & Liu, 2016), mide kanseri (Sun, Li, Ma, Wang, & Huang, 2016), glioma
(B. Li vd., 2017) ve 6zofagus skuamoz hiicreli karsinomda (Zhu vd., 2019) ve
kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde (Hirono vd., 2019) yiiksek oldugu

gézlenmigtir.

Calismamizda miR-301a-3p diizeyinde anlamli fark gérmememize
ragmen (p>0,9999), Kolluru ve ark. (2018) PK hastalarinda hem serumda
hemde dokuda miR-301a diizeyini ylksek bulduklarini ve RUNX3 geni
uzerinden etki ettigini bildirmiglerdir (Kolluru vd., 2018). Sonuglar arasindaki
farklilik muhtemelen calisilan miRNA’larin ayni aileden olmalarina ragmen
farkli miRNA’lar olmalar1 veya c¢alisilan popiilasyonun ve kullanilan
normalizasyon metodunun farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. miR-
301lanin prostat kanserinde RUNX3 geni, akciger kanserinde MEOX2 geni
(Cao vd., 2010), meme kanserinde ise FOXF2, BBC3, PTEN, ve COL2A1
genleri lzerinden etki ettigi bildirilmistir (Shi vd., 2011). Bir miRNAnin
birden fazla hedefi olabilecegi bilinmesine ragmen, bu durumun tedavi ajani
olarak kullanilmasimi zorlastiracagi goérilmektedir. Dolayisiyla miRNA’lar

etkiledikleri ortak yolaklarin belirlenmesi zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadar.

Calismamizda qRT-PCR analizleri sirasinda Let-7i-5p house keeping geni
olarak kullanildi. Daha 6nce yapilan ¢calismalarda miR-16, miR-39, RUN1A-1,
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U6 gibi ¢ok sayida farkli gen normalizasyon amaciyla house keeping olarak
kullanilmistir. miRNA’larda  hentiz  tzerinde uzlasmaya  varilmis
normalizasyon geni bulunmamaktadir. Bu da calismalar arasinda celigkili
sonu¢lar ortaya ¢ikmasina sebep olabilmektedir. Chen ve ark. 2013 yilinda
yaptiklar1 arastirmada normallestirme i¢in en uygun referans genin let-7i
oldugunu ardindan let-7d ve let-7g’nin geldigini bildirmiglerdir. Ardindan bu 3
geni karigtirarak olusturduklar: let-7d /g/i'min miRNA RT-qPCR deneyleri igin
referans genleri olarak yaygin kullanilan miR-191, miR-103, U6, miR-16,
RNU48 ve RNU44’ten daha stabil oldugunu belirtmiglerdir (X. Chen vd.,
2013). Calismalarda goriillen bu karisikligin ileride doku, plazma ve viicut
sivilar1  i¢in farkli normalizasyon genleri tuzerinde uzlasmaya varilip
standardize edilmesinin, sonuglarin farkli c¢ikmasini engelleyebilecegi

distunilmektedir.

Calismamizin hiicre kiltiri asamasi, miRNA gen ifadelenmesi
arastirmalar1 sonucunda plazmada diizeyl diisik bulunan miRNA’lardan 3
tanesinin agonisti (miR-125b-5p, miR145-5p, miR-221-3p)nin insan PK
hiicreleri tizerindeki etkilerini ortaya koymak amaciyla gergeklestirildi.
Boylece miRNA’larin ekspresyon diizeylerinin ylkseltilerek PK’nin
tedavisinde etkinliginin gosterilmesi amaglandi. Bu miRNA’larin hiicre
canhihig1 tizerine etkisini gézlemlemek igin 6ncelikle MTT yontemi ile canlilik
analizi gercgeklestirildi. Her ti¢ miRNA grubunda da 48. saatte anlamh
farklihk gozlenmezken, esas etki 72. saatte goriulmeye baslandi. Kontrol
grubuna gore 48. saatte % 90 canlilik orani tespit edilen miR-125b-5p
grubunda, 72. saatte % 63 diizeyinde yasam orani ile en etkin sonug¢ elde
edilmistir (p= 0,0001). miR-145-5pnin, % 72 canlilik oran1 (p= 0,0051) ve miR-
221-3p’nin ise % 82 canlilik oran1 (p= 0,0276) ile 72. saatte hiicre ¢ogalmasini
azaltarak anlaml sonu¢ verdikleri bulundu. Aakula ve ark. 5 farkli PK hiicre
dizisine 1129 mimik transfekte etmiglerdir. Bunlardan yirmi bes tanesinin
hiicre biiyimesini uyardigini kirk sekiz tanesinin hiicre biiytimesini azalttigini
gozlemlemiglerdir. Ekspresyon diizeyleri artan miRNA’larin hiicre cogalmasim

arttirdigl, ekspresyon diizeyleri azalanlarin da hiicre ¢cogalmasini azaltacagim
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distinmislerdir. Bu hipotez sonucu dokuda miRNA diizeylerini 6l¢tiiklerinde
sadece 14 miRNA'nin bu hipoteze uydugunu gozlemlemislerdir (Aakula vd.,
2016). Boylelikle miRNA’larin diizeylerinde olugsan farkliliklarin hiicreyi farkl
sekillerde etkiledigi goriilmektedir.

Calismamizda mimiklerimizin hiicre canlhiligini azalttigini tespit ettikten
sonra, apoptoz uzerindeki etkilerini incelemek amaciyla ELISA yontemiyle
kaspaz 3-8-9 diizeyleri incelendi. Apoptoz, hiicrelerde cesitli sebeplerle olusan
hasarlara, yash hiicrelere veya zararli hiicre yapilarina karsi hiicre 6limint
uyaran fizyolojik bir cevaptir. Apoptoz, kaspaz proteinleri araciligiyla
gerceklesmektedir. Kaspaz 8 ve 9 apoptozun baglangicinda gorev alirken
kaspaz 3 hiicre yikimindan sorumludur. Calismamizda, miRNA’larin kaspaz 9
diizeyinde degisiklik olusturmadigi gozlendi. miR-125b-5p (p=0,0152) ve miR-
221-3p’nin (p=0,0294) kaspaz 8 diizeyinde anlaml artigsa yol acgtigr gozlendi.
miR-125b-5p (p=0,0370), miR145-5p (p=0,0018) miR221-3p (p=0,0038)nin
kaspaz 3 diizeyinde anlamli artisa neden olduklar1 bulundu. Elde ettigimiz
verilere gore mimiklerimizin hiicre ¢gogalmasini apoptozu uyararak baskiladigi
gorilmektedir. Bu durum MTT sonuglarimiza uyum gostermektedir. Ancak
MTT analiz sonuglarimiza gore hiicrelerin canlihigr lizerinde etkinligi en az
bulunan miR-221-3p’nin, kaspaz diizeylerinde en etkin miRNA olmas1 ilgi
cekicidir. Bu da diger miRNA’larin baska yollarla da hiicreyi 6ldirdigini

veya ¢ogalmasini yavaglattigimi disindirmektedir.

Mimiklerimizin DU 145 hiicrelerinde apoptozu uyardigi sonucunu
desteklemek amaciyla, ELISA yontemine ek olarak hiucrelerimize, H-E ve
Bax/Bcl-2 boyama iglemleri uygulandi. H-E boyama hiicre morfolojisi
hakkinda bilgi edinmemizi saglarken, Bax/Bcl-2 boyama apoptoz diizeyleri
hakkinda bilgi vermektedir. Her ii¢ mimik transfeksiyonunun ardindan
hiicrelerde, 48. ve 72. saatte H-E boyama ile kontrol grubu ile kiyaslandiginda
cok sayida kondanse ve fragmente cekirdek olusumu gozlendi. Elde etigimiz
sonuglar hiicrelerimizde 6liim oraninin arttigini gostermektedir ve MTT ile
ELISA sonuglarimiza uyum goéstermektedir. Bax/Bcl- 2 boyama ile elde

ettigimiz goriintiillerde hiicrelerimizin kontrol grubuna gore proapoptotik Bax

63



ile boyandigi, antiapoptotik belirte¢ Bcl-2 ile boyanmadig1 gorilmistir. Bu
veriler her U¢ mimigin transfeksiyonu sonrasinda hiicrelerde apoptozun

arttigini acikca ortaya koymaktadir.

Apoptoz ¢ok sayida anti/pro-apoptotik proteinler tarafindan koordineli
olarak diizenlenmektedir. Dolayisiyla kanser tedavi yontemlerinden biri,
ilaclarla anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonunu azaltmak ve/veya pro-
apoptotik proteinlerin ekspresyonunu uyarmaktir. Ma ve ark. 2017 yilinda
yaptiklar1 calismada, Bcl-2 proteinini hedef alan ¢ok sayida reaktif olmasina
ragmen, bunlarin hicbirisinin proteinin hiicre i¢i seviyesini etkili bir sekilde
azaltamadigini belirtmiglerdir. miR-143in Bcl-2’yi baskilayarak PK’de
apoptozu uyardigin belirtmiglerdir (Ma, Luo, & Qiu, 2017). Mimiklerimizin bu
yolla etki edebilme potansiyeli goriilmesine ragmen, bu iliskinin kesin olarak
ispatlanabilmesi icin mimik transfeksiyonu sonrasi1 Bax/Bcl-2 diizeylerinin RT-

PCR ve Western Blot ile belirlenmesi gerekmektedir.

MMP’lar ekstraselliler matriks yikiminda goérev alirlar, boylelikle
kanserlerin invazyon ve metastaz olusturmasina yardimci olurlar. Bunun ilk
asamasi MMP-2 ve MMP-9 araciligiyla bazal membranda bolca bulunan tip 4
kollajenin yikilmasiyla gerceklesmektedir (Mook, Frederiks, & Van Noorden,
2004). Elde ettigimiz sonucglara gore kullandigimiz miRNA agonistlerinin
MMP-2 diizeyinde anlamh degisiklik olusturmadigi bulundu. Fakat miR-221-
3pnin MMP-9 diizeyini azalttigr gozlendi. Biitiin bu veriler miR-221-3p’nin,
PKnin hem teshisinde, hem tedavisinde hem de metastazinin

engellenmesinde bir ajan olarak kullanilabilecegini diistindiirmektedir.

Hicrelerin invazyon ve metastaz derecelerini gosteren diger bir test
migrasyon testidir. Elde ettigimiz verilere gore her i¢ mimik te yara alaninin
daha ge¢ kapanmasina neden olmustur. Kirk sekiz saat sonunda kontrol
grubunda yara alaninin % 96’s1 kapanmigtir. Buna karsilik, miR-125b-5p
transfekte edilen hiicrelerde % 41, miR-145-5p’ de % 62, miR-221-3p’de % 39
oraninda yara alami kapanmistir. Bu veriler 1s1ginda mimiklerin daha c¢ok
hiicre apoptozunu uyararak ve miR-221-3p'nin buna ek olarak MMP 9

diizeyini diglirmesiyle etki ettigi sonucuna varilmaktadir.
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miRNA calismalarinin en bliyik dezavantaji dokudan dokuya, kanser
tirinden kanser tlrine ekspresyon diizeylerinin farklilhik goéstermesidir.
Gelecekte yapilacak ¢alismalar sayesinde belirli bir kanser tiiriiniin gelisimini
saglayan miRNA’larin belirlenmesinin tan ve tedavide yénlendirici olabilecegi
veya yeni tedavi yoOntemlerinin ortaya c¢ikmasina 1s1k tutacagi
diigtinilmektedir. Bu ytizden biz de bu ¢alismada elde ettigimiz sonucglara gore
belirtilen miRNA’larin belirte¢ olmalari yolundaki yeni calismalara yol

gosterici olacagina inanmaktayiz.
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8. SONUC VE ONERILER

miR-125b-5p, miR-145-5p, miR-221-3p ve miR-130b-3p’nin ekspresyon
diizeylerinin PK’li hastalarda BPH’lilere gore diisiik oldugu goézlendi. miRNA
mimikleri hicrelere transfekte edilerek diizeyleri arttirildiginda, hiicre
cogalmasimi azalttiklari, apoptozu uyardiklari, migrasyon ve metastazi
azalttiklar:1 bulundu. Bu veriler de bize bu miRNA’larin PK patogenezinde rol

aldigini diistindiirmektedir.

miRNA’larin  diizeylerinde olusan farkliliklar, protein sentezini
diizenleme yoluyla bircok hastaligin baslamasinda, ilerlemesinde ve
metastazda rol oynamaktadirlar. Dolayisiyla teshis ve tedavide potansiyel
hedef haline gelmektedirler. Ayn1t miRNA’nin diizeyinde olusan degisikliklerin
(dusukluk/ytkseklik), farkli  maligniteler olusturmasi, @ miRNA’larin
etkiledikleri yolaklarin her iki duruma da hassas oldugunu gostermektedir.
Dolayisiyla tedavi edici ajan olarak kullanihirlarsa dozlarinin ¢ok dikkatli,
hiicredeki  konsantrasyonuna esdeger olacak sekilde ayarlanmas:
gerekmektedir. Bu konu viicuda digsaridan verilebilmesi i¢in asilmasi gereken
ciddi bir sorun olarak goriilmektedir. Diger bir sorun miRNA’larin, cinsiyete,
irka, bolgeye, genetik yapiya gore degisiklik gosterme ihtimalinin
bulunmasidir. Bu da her toplum igin viicuttaki ideal ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesi zorunlulugunu ortaya c¢ikarmaktadir. Bu durumun tedavi ajani

olarak kullanilmalarini zorlastiracagim diistinmekteyiz.

Sonug olarak miRNA’larin PK gibi erken teshis durumunda, tedavinin
radikal prostatektomi gibi lokal ¢oziimlerle yapilabilecegi hastalarda belirteg
olarak kullanilabilmesi, su an i¢cin daha kolay ve ideal bir ¢6ziim olarak ortaya
citkmaktadir. Hastalik teghisinde belirli bir sayidda miRNA'nin panel halinde
kullanilmasi1 dogruluk ve kesinlik acisindan zorunludur. Plazmada diizeyini
Olctiigimiiz miR-125b-5p, miR-145-5p, miR-130b-3p ve miR-221-3pnin bu
amagla kullanilabilecegini disiinmekteyiz. Bu miRNA’lar gelecekte PK

tedavisi ve ilerlemesinin Onlenmesinde potansiyel aday olarak
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gorinmektedirler. PK hastalarinin miRNA profilinin belirlenmesi i¢cin genis

hasta popiilasyonlarinda, daha fazla calismaya ihtiyac vardir.
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