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OZET

Amag: Bu calisma ile prostat kanserinde tanisal degeri olduguna yodnelik bilimsel
literatiirde ¢alismalar bulunan bazi mikroRNA'larin prostat kanseri (PKa) tanisindaki
performansinin ve kronik prostatitin (KP), benign prostat hiperplazisi (BPH) ve PKa
ayriminda mikroRNA'larin tanisal performansina olan etkilerinin degerlendirmesi

amaglanmstir.

Gere¢ ve Yontem: Calisma kapsaminda miR-375, -141-3p, -93-5p, -125b-5p, 30c-5p, -
26b-5p, -221-3p, -222-3p, -223-3p, 181-a2-3p, -331-3p ve let-7c-5p olmak iizere toplam
12 mikroRNA'nin PKa, BPH ve KP hasta serumlarindaki seviyeleri degerlendirilmistir.
Bu calisma, Agilent Aria MX qRT-PCR cihazinda, Qiagen marka kitler kullanilarak

gerceklestirilmistir. Tiim asamalar ticari kit prosediirleri dogrultusunda tamamlanmistir.

Bulgular: Yapilan analizde, kanser olmayan gruba kiyasla PKa grubunda miR-375, -
125b-5p, -30c-5p, -26b-5p, -223-3p ve let-7c-5p serum seviyelerinin downregiile oldugu
goriilmiis ve bu miRNA'larin kanser olmayan gruptan PKa grubunun ayrimindaki egri
altinda kalan alan (AUC) degerleri sirasiyla; 0.781, 0.782, 0.762, 0.874, 0.817 ve 0.845
olarak hesaplanmistir. BPH'tan PKa'nmin ayriminda AUC degerleri miR-223-3p i¢in
0.938'e, miR-26b-5p i¢cin 0.926'ya ve let-7¢c-5p igin 0.888'e yiikselmektedir. miR-375 ve
miR-26b-5p kombinasyonunun kanser olmayan hasta grubundan PKa grubunun
ayiriminda AUC degeri 0.891, BPH'tan PKa'nin ayriminda AUC degeri 0.944 olarak

hesaplanmuistir.

Tartisma ve Sonu¢: Calismamizda diizeyleri 6lgiilen 12 mikroRNA'nin 6 tanesinin
PKa'da istatistiksel olarak anlamli diizeyde downregiile oldugu goriilmiistiir. Bu
mikroRNA'larin PKa'nin benign prostat hastaliklarindan ayriminda tek tek ya da
kombine olarak gii¢lii birer biyobelirte¢ aday1 olduklar1 degerlendirilmistir. Ayrica, KP
grubu analize dahil edilmeden, sadece BPH ve PKa'nin ayriminda mikroRNA'larin daha
yiiksek spesifisite ve sensitivite degerlerine sahip olduklar1 belirlenmistir. Boylelikle,
prostatin  benign hastaliklart ile PKa ayriminda mikroRNA'larin  tanisal
performanslarinin  degerlendirilmesinde KP'nin 6nemli bir interferans faktorii

olabilecegi ilk defa gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: MikroRNA,; Prostat Kanseri; Prostatit; Benign Prostat Hiperplazisi



ABSTRACT

Objective: In this study, the objective was to evaluate the diagnostic performance of
some miRNAs, which were shown to have a diagnostic value for prostate cancer (PCa),
and the effect of chronic prostatitis (CP) to diagnostic performance of microRNASs in

distinguishing benign prostatic hyperplasia (BPH) and PCa.

Materials and Methods: Serum levels of 12 microRNAs (miRNASs) including miR-
375, -141-3p, -93-5p, -125b-5p, 30c-5p, -26b-5p, -221-3p, -222-3p, -223-3p, 181-a2-3p,
-331-3p ve let-7c-5p were investigated in serums of patients with BPH, CP, and PCa.
Measurements were performed using Agilent Aria MX gqRT-PCR device and Qiagen
kits by following the kit procedure.

Results: In the analysis, serum levels of miR-375, -125b-5p, -30c-5p, -26b-5p, -223-3p
and let-7c-5p were downregulated in PCa group compared with non-cancer group and
area under the curve (AUC) values of these miRNAs in discriminating PCa group from
non-cancer group were calculated as 0.781, 0.782, 0.762, 0.874, 0.817 and 0.845,
respectively. AUC values in discriminating PCa group from BPH group increased to
0.938 for miR-223-3p, 0.926 for miR-26b-5p and 0.888 for let-7c-5p. AUC value of the
combination of miR-375 and miR-26b-5p in discriminating PCa group from non-cancer
group was 0.891, AUC value of these two miRNAs in discriminating PCa group from
BPH group was 0.944.

Discussion and Conclusion: In our study, 12 miRNAs were studied and 6 of these
miRNAs were found to be significantly downregulated in PCa. These miRNAs were
considered as biomarker candidates as these miRNAs, individually or combined, could
be used to discriminate PCa and benign diseases of prostate. Furthermore, it was seen
that miRNAs had a higher specificity and sensitivity in discriminating only BPH and
PCa groups without including chronic prostatitis group in statistical analyse. Thus, it
was demonstrated in this study that in discriminating benign conditions of prostate and
prostate cancer, chronic prostatitis might be an important interference factor in the

evaluation of diagnostic performance of miRNAs.

Keywords: microRNA, Prostate Cancer, Prostatitis, Benign Prostatic Hyperplasia
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1. GIRIS

Prostat kanseri (PKa) erkeklerde en sik goriilen ikinci kanser tiirtidiir.
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan yapilan bir hesaplamaya gore,
2012 yilinda diinya genelinde 1.095.000 kisi PKa tanis1 almistir. Bu rakam ayni yil
kanser tanisi alan erkeklerin %15'ni olusturmaktadir. PKa tanisi alan olgularin %70'i
(759.00 kisi) daha gelismis bolgelerde yasayan erkeklerden olusmaktadir. Diinya
genelinde 2012 yilinda PKa'dan 6lenlerin sayis1 307.000 kisi olarak bildirilmistir. Buna
gore PKa, erkeklerde kanser kaynakli Oliimlerde besinci sirada yer almaktadir
(GLOBOCAN, 2012).

Benign prostat hiperplazisi (BPH) ve prostatitler erkeklerde sik goriilen diger
prostat hastaliklaridir. BPH prevalansi yasla birlikte giderek artmaktadir. Erkeklerde
40"l yaslarda %8 olan BPH prevalans: 5. dekatta %50'lere, 9. dekatta ise %80'lere
ulagmaktadir. Prostatitler ise 6zellikle 50 yas alt1 erkeklerde {iriner sistem sikayetlerinin
daha sik bir sebebidir. Yapilan ¢aligmalarda erkeklerde prostatit prevalansinin %2.2 ile
%9.7 arasinda degistigi sonuclar elde edilmistir. Dahasi anamnez sorgulamalarinda
gecirilmis bir prostatite iliskin semptomlar bildiren erkeklerde, BPH ve PKa goriilme
riski artmaktadir (Lim, 2017; Krieger, vd., 2008).

Diinya genelindeki PKa insidansinda farkli bolgeler arasinda yirmi bes katlik bir
degisim oldugu bildirilmistir. Bu farkin ana nedeni ise PKa taramalarinda gelismis
tilkelerde yaygin olarak kullanilan prostat spesifik antijen (PSA) testi ile
iliskilendirilmistir. PSA testinin PKa taramalarinda kullanilmasi konusunda hala
tartismalar devam etmekle birlikte, giinlimiizde bu amagla kullanilan en yaygin test
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (GLOBOCAN, 2012).

PSA testi PKa taramalarinda yaygin olarak kullanilsa da onemli kisithiliklara
sahiptir. Oncelikle PSA testinin kesin tam koyduruculugu olmayip, kanser tanisi igin
biyopsi ile dogrulama gerektirmektedir. Her ne kadar prostata spesifik olsa da PKa'ya
spesifik degildir ve bir ¢ok farkli durumda diizeyleri yiikselebilmektedir. Bunlar
arasinda BPH ve prostatitler nde gelen nedenlerdendir. PSA ile ilgili diger 6nemli bir
problem, yanlis pozitif ve negatif sonuglardir. PSA testinin yanlis pozitif orant %60
civarinda iken, yanlis negatif oranm1 %15'lere varmaktadir ki bunlarin %?2’si agresif
prostat kanserleridir. Yanlis pozitif sonuglar hastalarin gereksiz strese girmesine neden

olmakla birlikte, biyopsi yapilmasmma neden olarak hastanin invaziv bir islemin



risklerine maruz kalmasina ve ayrica ek maliyetlere neden olmaktadir. Yanlis negatif
sonuclar ise hastanin daha sonraki bir donemde ileri evre bir PKa vakasi olarak tam
almasina ve sonugta tedavi sansinin azalmasina ya da ortadan kalkmasina sebebiyet
vermektedir (Bailey ve Brewster, 2011).

PKa'nin tanisinda serum total PSA diizeyleri dl¢limiiniin tanisal yeterliliginin
sinirlt olmasi nedeniyle, PKa tanisi i¢in yeni biyobelirteg arayislart uzun yillardir devam
etmektedir. Bu kapsamda PSA kokenli fPSA, fPSA/totalPSA orani, pro-PSA gibi
biyobelirteglerin yani sira prostat kanser antijen 3 (PCA3), alfa-metilagil-KoA-rasemaz
(AMACR), dolasimdaki tiimor hiicrelerinin tespiti gibi PSA dis1 biyobelirteglerin
gelistirilmesi yoniinde de calismalar bulunmaktadir (Prensner, vd., 2012). 2000'li
yillarin bagindan itibaren kanserle iliskileri kurulan mikroRNA'lar da PKa tanisinda
biyobelirte¢ adaylari arasinda yer almaktadir.

MikroRNA'lar (miRNA) yaklasik 20-22 niikleotid uzunlugunda, genlerin
diizenlenmesinde post-transkripsiyonel asamada gorev alan, kodlanmayan RNA
molekiilleridir. MIiRNA'lar niikleusta sentezlendikten sonra sitoplazmaya aktarilarak,
mRNA'ya baglanip, eslesmenin diizeyine gore translasyonun baskilanmasi ya da
mRNA'nin pargalanmasi yoluyla protein sentezini ve dolayisiyla gen ifadesini
diizenleyen RN A molekiilleridir (Peng ve Croce, 2016).

MiRNA'larin kanserle iligkisi ilk olarak Calin vd. tarafindan 2002 yilinda KLL
hastalarinda miR-15a ve miR-16-1"in down regiilasyonunun gosterilmesiyle ortaya
konulmustur (Calin, vd.,2002). Bu tarihten itibaren dokular, hiicre hatlar1 ve deney
hayvanlan {izerinde yapilan calismalarda, ¢esitli kanser tlirlerinde miRNA'larin rolii
ortaya konulmaya ¢alisilmistir (Jansson ve Lund, 2012).

MiRNA'larin diagnostik amagla kullanimlarina yonelik kanserli hasta
gruplarinda dolasimdaki miRNA'larin tespit edildigi ilk calismalar 2008 yilinda
yayinlanmistir. Bu ¢alismalarda miRNA'larin kanserli hasta serumlarinda diizeylerinin
degistigi gosterilmistir. Dahast miRNA'larin ¢oklu dondurma-¢ozdiirme dongiisiine
dayanikli oldugu, oda 1sisinda 24 saat bekletildikten sonra bile serumdaki diizeylerinin
degismedigi, RNaz ve DNaz'lara direngli oldugu yoniinde bulgular edinilmistir.
Boylelikle uygun bir biyobelirtegte olmast gereken Ozelliklerin bir ¢ogunun
mikroRNA'larda bulundugu ve dolayisiyla kanserde tani, tedavinin takibi ve prognozun
tahmini amaciyla kullanilabilecegi bildirilmistir (Lawrie, vd., 2008; Mitchell, vd.,
2008).



PKa ile miRNA'larn iliskisine yonelik yapilan ¢alismalarda; miR-21, miR-141,
miR-125b, miR-375, miR-221, miR-222, miR-34 ailesi gibi bir ok miRNA tiiriiniin
normal dokulara kiyasla PKa'li hasta dokularinda diizeylerinin degistigi gosterilmistir.
Ayni1 sekilde dolasimda seviyeleri 6l¢iilen miRNA diizeylerinin de normal kontrol grubu
ya da BPH'a kiyasla PKa hastalarinda upregiile ya da downregiile olduklar
gosterilmistir (Vanacore, vd., 2017).

Calismamizda BPH, kronik prostatit (KP) ve PKa'li hasta serumlarinda
literatiirde PKa ile iligkisine yonelik ¢aligmalar bulunan miRNA'lardan miR-375, miR-
93-5p, miR-125b-5p, miR-30c-5p, let-7¢c-5p, miR-26b-5p, miR-223-3p, miR-181-a2-5p,
miR-141-3p, miR-221-3p, miR-222-3pve miR-331-3p  diizeylerinin  tanisal
yeterliliklerinin arastirllmasi amaglanmistir. Calismamiz, KP'li hasta grubunun PKa
tanisinda miRNA'larin tanisal yeterliligini etkileyip etkilemediginin de arastirildigi
0zgiin bir ¢alisma mahiyetindedir.

Calisma kapsaminda miRNA'larin serumdaki diizeyleri, SYBR Green yontemine
dayanan kitler (Qiagen) kullanilarak, gRT-PCR (Quantitative Real Time - Polymerase
Chain Reaction) cihazi ile belirlenmistir. MiRNA'lar igin 6lgiilen Ct (threshold cycle)
degerlerinin normalizasyonunda ce-miR-39 kullanilmistir. Bu amagla RNA izolasyonu
asamasinda lizatin igerisine ce-miR-39 mimic ilave edilmis ve bundan sonra RNA
izolasyonu, cDNA sentezi ve QRT-PCR asamalari ticari firmanin protokolleri
dogrultusunda tamamlanmastir.

Calismanin istatistiki hesaplamalar1 PASW statistic 18 programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Gruplar arasi farkliliklar t testi ve varyans analizi ile belirlenmistir.
Tanisal yeterliligin belirlenmesinde ROC (Receiver Operating Characteristic)
analizinden faydalanilmig, miRNA'larin kombinasyonlarinin tanisal  yeterlilik
degerlendirilmesi lojistik regresyon analizi kullanilarak yapilmigtir. Calisma
kapsamindaki miRNA'larin PKa tanisindaki spesifisitesi, sensitivitesi, pozitif prediktif
degeri ve negatif prediktif degeri gibi tanisal performansi gosteren parametreler
hesaplanmistir. Tiim istatistiki hesaplamalarda anlamlilik i¢in p degeri <0.05 olarak
kabul edilmistir.

Bu tez c¢alismasi, Bilecik Seyh Edebali Universitesi tarafindan 2017-
01.BSEU.25-01 say1r numarasi ile maddi olarak desteklenmistir. Ayrica ¢alisma igin
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan 80558721/G-57 referans

numarasi ile onay alimustir.



2. GENEL BILGILER VE LITERATUR OZETi

2.1. Prostat Bezinin Anatomik ve Histolojik Yapisi

Prostat bezi mesanenin hemen altinda yer alan, yaklasik 18 g agirliginda, 4 cm
uzunlugunda, 3 cm genisliginde ve 2 cm derinliginde bir organdir. Prostat bezi
icerisinden, lretranin yaklasik 2,5 cm uzunlugundaki posterior iiretra ya da prostatik
tiretra adi1 verilen kismi geger. Prostat bezinin %70'ini glandiiler yapilar, %30'nu ise
stromal yapilar olusturur. Prostat bezinin glandiiler kisminda salgilanan salgilar,
yaklasik 25 adet kanal ile prostatik iiretraya bosalir. Fibromiiskiiler stromanin periferde
yogunlagmastyla prostat kapsiilii olusur (Berman, vd., 2012).

Prostatin dokusunun prostatik {iretra ile iliskisine dayanan, prostatin zonal
anatomisi McNeal tarafindan gelistirilmistir. Bu tanimlamaya gore prostat bezi
periferal zon, transisyonel zon, santral zon, anterior fibromiiskiiler stroma ve
preprostatik sfinkterik zondan meydana gelmektedir. Prostat kanserlerinin %70'i
periferal zondan, %10'u transisyonel zondan ve %10'u da santral zondan koken
almaktadir (McNeal, 1981; Berman, vd., 2012).

/ Z Fibromiiskiiler zon
& Transisyonel zon
& Santral zon
< Periferal zon
I. Uretra
II. Ejakilator kanallar

Sekil 2.1. Prostat bezinin zonal anatomisi (Theophilou, vd., 2015).

Prostat dokusu epitel hiicreleri ve stromal hiicreler olmak iizere iki temel
hiicresel yapidan olusmaktadir. Epitel hiicreleri arasinda liiminal epitel hiicreler,
noroendokrin hiicreler, bazal hiicreler ve intermediyal hiicreler bulunmaktadir. Stromal
yapida ise diiz kas hiicreleri, fibroblastlar, vaskiiler ve ndral komponentler yer

almaktadir (Toivanen ve Shen, 2017).
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Sekil 2.2. Prostat bezinin hiicresel yapisi (Toivanen ve Shen, 2017).

Prostat epitel hiicreleri bir araya gelerek prostat salgilarinin biriktigi prostatik
asiniisleri olugturmakta ve bu asiniisler prostatik {iretraya acilmaktadir. Prostatin epitel
yapisinda bulanan liiminal epitel hiicreleri PSA, asit fosfataz, androjen reseptdrii ve
16sin amino peptidaz salgilamaktadir. Noroendokrin hiicrelerde PSA ve asit fosfataz
bulunmaz. Bu hiicreler kromogranin A, ndron spesifik enolaz, sinaptofizin gibi
molekiilleri sentezlerler. Noroendokrin hiicrelerin otokrin ve parakrin uyarimlarla
prostat epitelinin biiyiime ve farklilasmasinda etkili oldugu bildirilmektedir. Bazal
hiicreler daha az farklilasmis olmalar1 nedeniyle prostat epitel kok hiicrelerinin kaynagi
olarak diisiiniilmektedir. Intermediyal hiicreler ise bazal ve liiminal hiicre arasinda bir
gecis formunu teskil etmektedir. Yapilan ¢alismalarda PKa hiicreleri tarafindan bolca
eksprese edilen prostat kok hiicre antijeninin (PSCA) intermediyal hiicrelerce de
eksprese edildigi gosterilmistir. Bu bulgu PKa hiicrelerinin intermediyal hiicrelerden
koken alabilecegi fikrini desteklemistir (Berman, vd., 2012; Tran vd, 2002).

Ekstraselliiler matriks olarak da isimlendirilen prostatin stromal yapisi1 diiz kas
hiicreleri, fibroblastlar, endotel hiicreleri ve noronlardan olusan hiicresel bilesenlerin
yan1 sira kollajen, elastik fibriller, glikozaminoglikanlar, glikolipidler gibi bagdokusu
bilesenlerinden meydana gelmektedir. Epitel hiicreleri ile ekstraselliiler matriksin
etkilesimi, normal biyolojik stire¢lerde oldugu gibi kanser gibi patolojik siire¢lerde de

biiyiik 6nem arz etmektedir (Kruslin, vd., 2015).



2.2. Prostat Bezinin Salgilar1 ve Fizyolojik Gorevleri

Prostat bezi asit yapili servikal mukus ve vajinal sekresyonlardan spermatozoay1
koruyan, yaklagik 7.2 ile 8 arasinda pH degerine sahip olan alkali yapil1 bir salgi tiretir.
Prostat salgisi ince yapili ve siitsii kivamli bir salgidir. Prostat salgisi, protein igerigi
diisiik olsa da proteolitik enzimler ve elektrolitler gibi ¢ok farkli bilesenleri igerir.
Prostat bezinin yani1 sira seminal vezikiil ve bulboiiretral bezleri de i¢ceren aksesuar salgi
bezlerinin salgilar1 diizenli bir sekilde ejakiilata aktarilir. Prostat salgisinin ana
bilesenlerini sitrat ve hidrolitik enzimler olusturur. Seminal vezikiiliin salgisinin
iceriginde bulunan fibrinojen fibrine doniiserek, ejakiilasyon sonrasi disi {ireme
sisteminin igerisinde semenin koagiile olmasim1 saglar. Ancak, semenin igerisinde
spermin hizli hareket edebilmesi i¢in pihtinin ¢oziilmesi gerekir. Prostat salgisi
icerisinde bulunan fibrinolizin, fibrini pargalayarak semenin ¢6ziilmesini, bir diger ifade
ile likefaksiyonunu saglar. Semen 5-15 dk gibi bir siirede disi iireme sistemi i¢erisinde
likefiye olur ve bdylece spermler, serviks boyunca hedeflerine dogru hareket igin

gerekli yetenegi kazanirlar (Flint, 2015).

2.2.1. Prostatik sivida bulunan protein olmayan bilesenler

Prostatik srvidaki sitrat konsantrasyonu plazma sitrat konsantrasyonuna kiyasla
cok yliksek seviyelerdedir. Normal plazma sitrat konsantrasyonu 0.2 mM iken, prostatik
stvida bu diizey 150-200 mM civarindadir. ~ Sitrat prostat bezinin epitel hiicresinde
aspartat ve glukozdan sentezlenmektedir. Glukozun glikoliz yolagi ile piruvata
parcalanir. Piruvat mitokondride asetil KoA'ya donlismekte ve olusan asetil KoA ile
aspartattan olusan oksaloasetatin reaksiyona girmesi sitrati meydana getirmektedir.
Sitrat daha sonra izositrata doniistiiriilmektedir. Ancak diger dokulardaki sitrat/izositrat
orani 33/1 iken, prostat dokusunda bu oran 10/1 seklindedir. Bu durum ise testosteron
ve prolaktin tarafindan diizeyleri artirilan, ancak ¢inko tarafindan inhibe edilen akonitaz
enzimi ile agiklanmaktadir. Zira ¢inkonun viicutta en fazla bulundugu yer prostat
dokusudur. Cinko, prostat epitel hiicresi igerisine ¢inko transport proteinleri (ZIP1,
ZIP2, ZIP3) aracilig ile girer. Cinko tarafinda akonitaz enziminin inhibe edilmesi ile
prostatik sivida oldukca yiiksek diizeylerde bulunana sitrat, spermlerin yasamasi ve
hareket edebilmesi i¢in gerekli enerji kaynagi olarak da fonksiyon gormektedir

(Kavanagh, 1994; Costello ve Franklin, 2006; Hennigar, vd., 2012).



Prostatik sivida bulunan protein olmayan bilesenler arasinda kolesterol, lipitler,
fosfolipitler de bulunur. Spermatozoalarin en 6nemli enerji kaynagi olan fruktoz
semende yiiksek miktarda bulunsa da asil iiretim yeri seminal vezikiildiir (Berman, vd.,
2012).

Poliaminler iki ya da daha fazla sayidaki amino grubu ile ¢esitli uzunluklardaki
karbon gruplarinin birlesmesi ile olusmakta olup, bir ¢cok dokuda bulunduklar1 gibi
prostat dokusunda da bol miktarda bulunmaktadirlar. Hiicre biliylimesi ve
farklilagsmasinda gorevleri vardir. Poliaminlere 6rnek olarak spermin, spermidin ve
putresin verilebilir. Ozellikle spermin, primer olarak prostat dokusunda sentez edilir ve

viicutta en fazla bulundugu doku prostattir (Lefevre, vd., 2011).

2.2.2. Prostatik sivida bulunan protein yapih bilesenler

PSA 0.5-2.0 mL konsantrasyonu ile seminal sivinin major proteinidir. Doku
kallikrein ailesinin iiyesi olan PSA, androjen ile diizenlenen bir serin proteazdir. PSA,
primer olarak prostatin duktal ve asiner epitellerinde sentezlenir ve liimene sekrete
edilir.  Baslica gorevi semenin likefaksiyonu i¢in semenogelin I ve semenogelin II'yi
pargalamaktir. PSA, 19. kromozomun uzun kolunda 19q13.4 pozisyonunda
kodlanmaktadir. PSA, 33 kDa agirliginda, glikoprotein yapili bir proteazdir. Human
kalllikrein 3 (hK3) olarak da isimlendirilmektedir (Akbayir ve Muslu, 2016).

PSA geninin transkripsiyonu androjen reseptdrii (AR) tarafindan diizenlenir.
AR bir steroid hormon reseptoriidiir ve DNA'da bulunan ve "androgen reseptor
responsive elements (AREs)" olarak adlandirilan spesifik diziye baglanarak etki
gostermektedir (Kim ve Coetzee, 2004).

PSA, 17 amino asitlik bir lider dizisi tasiyan preproPSA olarak sentezlenir.
Daha sonra bu lider dizinin par¢alanmasi ile 244 amino asitlik proPSA olusur. ProPSA,
prostat epitelinde sentezlenen human kallikrein 2 (hK2) tarafindan N-terminal
bolgesindeki 7 amino asitin kesilip ¢ikarilmasiyla 237 amino asitlik aktif PSA'ya
doniistiiriilmiis olur. ProPSA'da yer alan 7 aminoasitlik dizinin 5. ve 6. pozisyonlari
arasindan kesilmesi ile [-2]proPSA olusmaktadir. Ayrica benzer mekanizmalar ile [-
4]proPSA ya da [-5]proPSA formu da olusabilmektedir. Her iki formda inaktiftir, ancak
[-2]proPSA'nin hK2 ya da tripsin tarafindan parcalanmaya direngli olmasi nedeniyle
dolasimda daha stabil bir diizeyde bulundugu bildirilmistir. Dolasimdaki aktif PSA'nin
biiyiikk ¢ogunlugu (%70-90) alfa-1-antikimotripsine bagli halde bulunur. Az bir kismi



ise alfa-2 makroglobiilin ve alfa-1 antitripsine baglidir. Yaklasik %10-30 civarindaki
PSA ise serbest olarak dolasimda bulunur. (Balk, vd., 2003).
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Sekil 2.3. PSA sentezinin basamaklar1 (Hatakeyama, vd., 2017).

Sekil 2.3.'te PSA sentezinin basamaklar1 gdsterilmistir. Buna gore, dolasimda
serbest olarak bulunan PSA'nin, benign PSA (BPSA), intact PSA (iPSA) ve proPSA
olmak {lizere cesitli formlar1 vardir. Bagli olan form ise aktif PSA'dir ve kompleks PSA
(cPSA) olarak adlandirilir (Hatakeyama, vd., 2017).

Prostat dokusunda sentezlenen Kkallikreinler; KLK2, KLK3 (PSA), KLK4,
KLKS5, KLK11, KLK14, KLK15’tir. Bu kallikreinlerin tamami 19q13.4 kromozom
bolgesinde kodlanmaktadir. Kallikrein sentezi steroid hormonlar tarafindan kontrol
edilmektedir (Borgono, vd., 2004).

Prostatik asit fosfataz, prostat dokusunda diger dokulara gore oldukca yliksek
diizeyde bulunan bir diger enzimdir. Asit fosfatazlar pH 4-6 arasi fonksiyon goriirler.
Gorevleri monofosfat esterlerini alkol ve inorganik fosfora hidrolize etmektir. Asit
fosfataz aktivitesi prostat dokusunda diger dokulara kiyasla 200 kat daha fazla bulunur
ve ejakiilattaki asit fosfataz prostat kaynaklidir. Asit fosfatazin hiicresel (cPAcP) ve
sekrete edilen (sPAcP) olmak {izere iki formu bulunur. cPAcP erkeklerde seksiiel

olgunlugun gostergesi kabul edilmektedir (Veeramani, vd., 2005).



Prostat salgisinda yer alan diger bilesenler arasinda prostat spesifik membran
antijeni (PMSA), prostat kok hiicre antijeni (PSCA), prostat spesifik transglutaminaz
(TGP), prostat spesifik protein 94 (PSP-94), protein c¢ inhibitori (PCI), laktat
dehidrogenaz, 16sin aminopeptidaz, transferrin, immiinglobiilinler ve ¢inko-a2-

glikoprotein yer almaktadir (Berman, vd., 2012).

2.3. Prostat Fonksiyonlarinin Diizenlenmesi

Androjenler erkek iireme organlarinin farklilasmasinda ve olgunlasmasinda
gorev alan steroid yapili hormonlardir. Androjen iretimi hipotalamus, hipofiz ve
gonadlar arasindaki aks ile yonetilir. Erkeklerde hipotalamustan pulsatil sekilde
salgilanan gonadotropin saliverici hormon (GnRH), hipofizden liiteinlestirici hormon
(LH) salimimina neden olur. LH ise testislerde bulunan leydig hiicrelerinde testosteron
tretimini uyarir.  Testosteron Sa-rediiktaz enzimi tarafindan katalizlenen bir
reaksiyonla, daha giiglii bir androjen olan dihidrotestosterona (DHT) donistiiriiliir.
Erkeklerde iki tip Sa-rediiktaz enzimi bulunur. Sa-rediiktaz tip I, deride, karacigerde ve
sa¢ dokusunda bulunurken, tip II ise genital deri ve prostat dokusunda bulunur.
Dolagimda bulunan testosteronun %44l yiiksek afinite ile seks hormon baglayici
globiiline (SHBG) bagli iken, %54' diisiik afinite ile albiimin baglidir. Testosteronun
sadece %1-2 kadar1 ise dolasimda serbest formda bulunur (Ntais, vd., 2003).

DHT androjen reseptoriine (AR) testosterona kiyasla 5 kat daha yiiksek afinite
ile baglanir. AR dinlenme durumunda sitoplazmada 1s1-sok proteinleri (HSP) ile bagh
durumumdadir. Androjenlerin androjen reseptoriine baglanmasi ile 1s1-sok proteinleri
androjen reseptoriinden ayrilir. Dimerize bir form alan AR, hiicre ¢ekirdegine girer ve
orada hedef genin promotor ve enhancer boélgelerinde bulunan androjen cevap
elementine (AREs) baglanir. Daha sonra bu komplekse ko-aktivator ve ko-represor
molekiillerin baglanmasi1 ile hedef genin trasnkripsiyonu gerceklestirilir.  Prostat
bezinde sentezlenen major proteinler olan PSA ve prostatik asit fosfatazin iiretimi,
bahsedilen mekanizma ile androjenler tarafindan diizenlenmektedir (Harris, vd., 2009).

Ostrojenler prostat bezi iizerinde etkili hormonlardan bir digeridir. Ostrojenler,
ya endokrin etki ile dolayli olarak androjenler ilizerinden ya da parakrin etki ile
dogrudan prostat dokusunda etki gosterirler. Parakrin etki ile prostat dokusu tizerindeki
etkileri Ostrojen reseptorleri alfa (ERa ve beta (ERP) ilizerinden gerceklesir. Prostat

dokusunda Ostrojen reseptorleri stromal hiicrelerde ve epitel hiicrelerinde
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bulunmaktadir. ERP'nin aktivasyonu anti-proliferatif etki ortaya cikararak, prostat
dokusu iizerinde androjenlerin proliferatif etkisini dengeler. ERa'nin aktivasyonu ise
asirt  proliferasyon, inflamasyon ve pre-malign lezyonlarin olusumu ile
sonug¢lanmaktadir (Sharma, vd., 2017).

Prolaktin ve oksitosin prostat fonksiyonlarinin diizenlemesinde etkili olan
hormonlardan ikisidir. Prolaktin esas olarak hipofiz kaynakli bir hormon olsa da prostat
dokusunda da lokal olarak iiretildigi gosterilmistir. Ayrica prostat dokusunda prolaktin
reseptorleri bulunmaktadir.  Prolaktin prostat dokusunda aspartat aminotrasferaz,
piruvat dehidrogenaz ve mitokondriyal akonitaz enzimlerinin aktivasyonu ile sitrat
iiretiminin uyarilmasini saglar. Ayrica prostat epiteli lizerine gii¢clii mitojenik etkiye
sahiptir. Bu nedenle PKa'da da rolii oldugu iizerinde durulmaktadir. Oksitosin ise
prostat epitel ve stromal hiicreleri iizerine anti-proliferatif etkilidir. Bu etkisini
androjenlerin lokal konsantrasyonunu diizenleyerek gergeklestirir. Ayrica prostatin
miiskiiler tonusunu ve kontraktil aktivitesini de artirmaktadir (Goffin, vd., 2011;
Nicholson ve Whittington, 2007).

Hormonlarin yani sira prostat fonksiyonlarinin diizenlemesinde ¢esitli biiyiime
faktorleri de gorev almaktadir. Insiilin benzeri biiyiime faktorleri prostatin stromal
hiicrelerinde androjen uyarisina cevap olarak iiretilmekte ve parakrin etki ile prostat
epitel hiicreleri iizerinde proliferatif etki olusturmaktadir. Epidermal biiylime faktorii
(EGF) ve transforme edici biiyiime faktorii alfa (TGF-a) ayni hiicre yiizey reseptorii
(EGF reseptorii) tizerinden etki gdsteren yapisal ve fonksiyonel olarak iliskili biiylime
faktorleridir. EGF normal prostat biiyiimesinin en 6nemli aktivatoriidiir ve androjenler
tarafindan pozitif yonde diizenlenir. Prostatik sivida da biiyiik miktarlarda bulunur.
TGF-a ise esas olarak stromal hiicrelerde sentezlenmesine ragmen, reseptoriiniin epitel
hiicrelerinde eksprese edilmesi nedeniyle, parakrin olarak epitel hiicreleri iizerinde etki
gosterir. Hem EGF hem de TGF-o'nin upregiilasyonu, prostat kasneri gelisimi ile
iligkilidir. TGF-B ailesi (TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3) TGF-a'dan farkli olarak hem epitel
hem de stromal hiicrelerde tiretilir fakat, reseptorii sadece stromal hiicrelerde bulunur.
TGF-B hiicre proliferasyonunu inhibe edip apoptozisi artirarak, prostat biiylimesini

diizenler. (Sharma, vd., 2017).
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2.4. Prostatitler

Prostatit, her yastan ve irktan erkeklerin yaklasik %10-14"lnde goriilen bir
hastaliktir ve erkeklerin hayatlarinin bir doneminde prostatit olma ihtimali %50 olarak
tahmin edilmektedir. Tim prostatit vakalarinin etiyolojisinde ancak %5-10 oraninda bir
patojen etken olarak gosterilebilirken, klinik olarak prostatit tanisi alanlarin bir
kisminda histopatolojik bulgular prostatit ile uyumlu olmamakta ya da histopatolojik
bulgular1 prostatit ile uyumlu olanlarin bir kisminda hi¢ bir klinik yakinma
olmamaktadir. Prostatitlerin tani ve siniflandirilmast ig¢in dort tiip testi tanimlanmustir.
Buna gore hastadan ilk 10 mL’lik idrar birinci tiipe alinir. Hasta 200 mL kadar idrar
yaptiktan sonra ikinci tiipe 10 mL idrar daha alinir. Hastaya yaklasik bir dakika boyunca
prostat masaj1 uygulandiktan sonra alinan prostat sekresyonu iiciincii tiipe konur ve en
son 10 mL’lik idrar alinarak doérdiincii tiipe konur. Bu siralamada birinci tiip iiretra;
ikinci tiip mesane; tiglincli ve dordiincii tiipler ise prostati ifade etmektedir (Erdemir,
vd., 2007). Prostatitler, Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH) tarafindan

siiflandirilmistir. Bu smiflandirma Tablo 2.1'de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Prostatitlerin siniflandirilmas1 (Krieger, vd., 2008).

Prostatit Kategorisi Tanim

I. Akut Bakteriyel Prostatit Prostatin akut enfeksiyonu

Il. Kronik Bakteriyel Prostatit Prostatin kronik bakteriyel enfeksiyonu

I1l. Kronik Pelvik Agri Sendromu Uriner sistem enfeksiyonu olmaksizin kronik pelvik

agr1 olmasi

A. Inflamatuvar Prostat masaj1 sonrasi idrar sedimentinde, semende
ya da prostat salgisinda asikar 16kosit bulunmasi

. Prostat masaji sonrasi idrar sedimentinde, prostat
B. Non Inflamatuvar salgisinda ya da semende 16kosit olmamasi ya da
¢ok az sayida 16kosit bulunmasi

IV. Asemptomatik Prostatit Herhangi bir sikayeti bulunmayan hastalarda prostat
salgist ya da semende bakteri ve/veya lokosit
bulunmasi ya da histopatolojik incelemede
inflamasyonun gosterilmesi
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Akut bakteriyel prostatit, prostat bezinin akut enfeksiyonu olup, erkeklerde
pelvik agriya, diziiri, sik idrara c¢ikma, idrar retansiyonu gibi {riner sistem
semptomlarina ve bazen de ates, titreme, bulanti, kusma gibi sistemik semptomlara
neden olabilen bir hastaliktir. Akut prostatitin en sik nedeni E. Coli'dir. Daha sonra P.
Aeroginosa, Klebsiella, Enterokok ve Enterobakter, Proteus ve Serratia tiirleri akut
prostatite neden olabilmektedir. Tiim prostatitlerin %10'unu olusturdugu tahmin edilen
akut prostatitler oral antibiyotik tedavisi ile tedavi edilebilmektedir. Tedavi edilmeyen
olgularin kroniklesmesi ya da sistemik bulgularla daha agir enfeksiyon tablolari
olusturmas1 miimkiindiir (Coker ve Dierfeldt, 2016).

Kronik bakteriyel prostatitis, tekrarlayan prostatit ataklari ile seyretmektedir. En
sik etken E. Coli olmakla birlikte pseudomonas, klebsiella ve proteus tiirleri de etken
olarak tespit edilebilmektedir. Hayvan galismalarinda kronik enfeksiyonun prostatin
asiniislerinde bir biyofilm tabakasi olusturdugu ve bakterilerin bu sayede antibiyotik
tedavisine direngli hale geldigi gosterilmistir (Wagenlehner, vd., 2009).

Amerikan Ulusal Saghk Enstitiisii siniflamasinda  kategori III  olarak
siiflandirilan kronik prostatit/kronik pelvik agr1 sendromu (KP/KPAS), inflamatuvar
ve non-inflamatuvar olarak iki alt sinifa ayrilmistir. KP/KPAS prevelansinin diinya
genelinde %2-16 arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Ozellikle 50 yas alt1 erkeklerde
en sik goriilen tirolojik rahatsizliktir (Smith, 2016).

KP/KPAS olusum mekanizmalarina yonelik yapilan ¢alismalarda farkli goriisler
ortaya atimistir.  Prokaryotik DNA dizilerinin bazi inflamatuvar tip KP/KPAS
hastalarinin prostat dokusunda tespit edilmesi neticesinde, kiiltiirde iiremeyen bazi
mikroorganizmalarin KP/KPAS gelisiminde etken olabilecekleri fikri ortaya atilmistir.
Yapilan ¢alismalarda fimozis, korunmasiz cinsel iliski, transiiretral cerrahi girisim veya
iretral katater uygulamalarinin prostat dokusuna bakteri yerlesimi ile iliskili
olabilecekleri belirtilmistir. Yine, KP/KPAS hastalarinda yapilan ¢alismalarda prostat
dokusunda pro-inflamatuvar sitokinlerin diizeyleri yiiksek tespit edilirken, anti-
inflamatuvar sitokinlerin seviyeleri diisiik bulunmustur. Bu durum otoimmiin bazi
mekanizmalarin KP/KPAS gelisiminde rolii olup olmadigini akla getirmistir. Bir diger
mekanizma, mesane boynundaki yetersiz gevsemenin idrar yapma sirasinda iiretrada
tirbiilans etkisi olusturdugu ve bodylece prostat kanalikiilleri igerisine idrarin refliisii
neticesinde KP/KPAS olustugu diislincesidir. KP/KPAS gelisiminde 6ne siiriilen

mekanizmalardan bir tanesi de agri olusumu ve iletimi iizerinden ortaya konulan
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goriistiir. Bu konuda yapilan ¢alismalarda B-endorfinin salinimini inhibe eden PGE;'nin
KP/KPAS hastalarin seviyelerinin arttig1 gosterilmistir. B-endorfin endojen bir agri
kesicidir ve diizeylerinin azalmasi ile kronik pelvik agrinin ortaya c¢iktigi ileri
striilmistiir. Ayni sekilde inflamasyon bolgesindeki mast hiicrelerinden salinan sinir
biliylime faktoriiniin (NGF) agri iletiminde gorevli sinir liflerinde hassasiyeti artirdigi ve
hiperaljeziye neden oldugu ileri stiriilmiistiir. IL-10 bir diger KP/KPAS iliskili molekiil
olarak ortaya atilmistir. IL-10 her ne kadar anti-inflamatuvar bir sitokin olarak bilinse
de yapilan ¢aligmalarda IL-10'nun pleiotropik etkileri oldugu gosterilmistir. TNF-a, IL-
la, IL-2, IL-6, IL-8 ve INF-y {iretimini inhibe ederek anti-inflamatuvar etki gosteren IL-
10, ayn1 zamanda B-lenfosit proliferasyonu ve antikor iiretimini artirarak ve CD8+ T
lenfositlerinin proliferasyonu, aktivasyonu ve kemotaksisini artirarak, immun sistemi
uyarict etki olusturmakta ve boylece KP/KPAS etiyolojisinde rol oynadigi ileri
stirilmektedir (Erdemir, 2016; Wagenlehner, vd., 2009; Pontari ve Ruggieri, 2004).
Asemptomatik prostatit olgular1t NIH smiflamasina gore tip IV prostatit olarak
kategorize edilmistir. Bu hastalarda her hangi bir klinik yakinma olmamakla birlikte,
PSA diizeylerinin yiiksek oldugu ve yapilan histopatolojik incelemelerde prostatit
bulgularinin var oldugu goriilmektedir. Yapilan bir ¢calismada, asemptomatik prostatit
prevalansi %32,2 olarak hesaplanmis ve kontrol grubuna kiyasla asemptomatik prostatit
grubunda PSA diizeyleri anlaml 6lciide yiiksek tespit edilmistir. Bir diger ¢alisma ise
Cin'de yapilmistir. Yaglar1 19-78 arasinda degisen 1868 asemptomatik erkekte yapilan
calismada prostatit prevalanst %21,1 olarak bulunmustur. Ayrica bu ¢alismada sigara
ve alkol icenlerde tip IV prostatit gelisme riskinin her ikisi i¢in de ayr1 ayri arttigi

gosterilmistir (Carver, vd., 2003; Wu, vd., 2013).

2.5. Benign Prostat Hiperplazisi

Benign prostat hiperplazisi, epitel ve stromal hiicrelerin malign olmayan
proliferasyonu ile prostat bezinde meydana gelen histolojik degisikliktir. Prostat bezinde
meydana gelen bu proliferasyon c¢ogunlukla transisyonel zondan ve periliretral
bolgelerden kaynaklanmaktadir. BPH nedeniyle eger klinik semptom ortaya ¢ikiyorsa
alt iiriner sistem semptomlar1 (AUSS) olarak isimlendirilmektedir. Histolojik olarak
BPH tanis1 alan hastalarda AUSS bulunmayabilecegi gibi AUSS olan her hasta da BPH
olarak nitelendirilmemektedir. AUSS olarak ifade edilen semptomlar; irritatif (idrar

sikliginda artig, noktiiri, acil idrar yapma istegi) ve obstriiktif (kesik kesik idrar yapma,
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azalmis idrar akim hizi ve mesanenin tam bosaltilamamasi) olarak siniflandirilmaktadir

(Tek ve Cayan, 2010; Foo, 2017).

2.5.1. Benign prostat hiperplazisinin epidemiyolojisi

BPH riski yasla birlikte belirgin bir sekilde artmaktadir. Yapilan otopsi
calismalarinda histolojik olarak tespit edilen BPH prevalansi, 40'li yaslarda %8
civarinda iken, 60'l1 yaslarda %50'lere ve 90l yaslarda %80'lere ulagsmaktadir. Dahasi
yaslanma, basli basina BPH baslangici ve ilerlemesi igin bir risk faktoridiir (Lim,
2017).

BPH'n risk faktorleri arasinda yaslanmanin yani sira 1k, kalitm, metabolik
sendrom ve yasam stili yer almaktadir. Yapilan ¢aligmalarda siyahi Amerikalilar'in
beyaz 1rka kiyasla BPH i¢in yatkin oldugu ya da Asyalilar'in beyaz irka gore daha az
risk tasidigir yoniinde bulgular olsa da irk ile BPH arasinda kesin ve net bir iliski
olmadigini s6yleyen yayinlarda mevcuttur (Kaplan, vd., 1998; Platz, vd., 2000). Kalitim
ise BPH acisindan giiglii bir risk faktoriidiir. Yapilan bir ¢alismada 64 yas altinda BPH
nedenli cerrahi uygulanan bir hastanin erkek akrabalarinda BPH goriilme riski 4 kat,
erkek kardeslerinde ise 6 kat artmistir. Ozellikle 60 yas altinda BPH tespit edilen
vakalarin yarisinin kalitimsal oldugu belirtilmektedir. Yasam stili, beslenme ve kronik
inflamasyon BPH ig¢in risk teskil eden diger hususlardir. Yapilan bir ¢alismada 1limli ya
da kuvvetli bir egzersizin BPH'a bagli AUSS olusma riskini sedanter yasama gore en az
%25 oraninda azalttigr belirtilmistir. Obezite, BPH i¢in risk olusturan bir diger
faktordiir. Viicut kitle indeksindeki her 1 kg/m2 artisin prostat hacminde 1.5 mL kadar
bir artisa neden oldugu bildirilmistir. Ayrica, obez bireylerde BPH goriilme riskinin
obez olmayanlara gore 3.5 kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sanda, vd., 1994;
Parsons, vd., 2006; Lim, 2017).

2.5.2. Benign prostat hiperplazisinin patofizyolojisi
BPH olusumdaki patofizyolojik mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamis
olmasma ragmen, yaslanma ile birlikte meydana gelen doku yeniden diizenlenmesi
(remodelling), hormonal degisiklikler, metabolik sendrom ve inflamasyon siirecinin
BPH gelisimi lizerindeki etkileri iizerinde durulmaktadir (Briganti, vd., 2009).
Yaslanma ile beraber prostat dokusunda 6zellikle de transisyonel zonda 6nemli

bir doku yeniden diizenlenme siireci olugsmaktadir. Stroma ve epitel hiicreler arasindaki
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etkilesimler ve biiyiime faktorii yolaklarindaki dengenin bozulmasi, prostat hacminde
artisa neden olmaktadir. En 6nemli degisim bazal hiicrelerde ortaya ¢ikmaktadir. Bu
siirecte bazal hiicrelerin hiicre i¢i metabolizmalarinda degisiklik olmakta ve hipertrofik
bir goriiniim sergilemektedirler. BPH gelisiminde prostat taglarinin ve corpora amylacea
adi verilen ve prostat limeninde goriilen protein yapili maddenin de katkist
bulunmaktadir. Prostat taglari ve corpora amylacea ile birlikte liiminal hiicrelerin
sekresyonlarindaki degisiklikler ileri bir kalsifikasyona ve nihayetinde prostat
kanallarinda tikanikliga neden olmaktadir (Briganti, vd., 2009).

Normal hiicre biliylimesinde hiicre oliimii ile ilgili yolaklarin uyarilmasi ve
baskilanmasi arasindaki hassas dengenin rolii bilinmektedir. Bu yolaklarda gorevli
molekiillerden B hiicre lenfoma-2 (bcl-2) ve bcl-2 ile iliskili X protein (bax) en iyi
bilinenlerinden ikisidir. Bcl-2 proteini anti-apoptotik 6zellik gosterirken, bax proteini
pro-apoptotik Ozelliktedir. BPH ve kanser hastalarindan alinan prostat dokularinda
yapilan ¢alismada, BPH'da artan prostat hacmi ile bcl-2 ekspresyonu artarken, bax
ekspresyonunun azalmis oldugu gdosterilmistir. Bu calismada bcl-2 diizeylerinin BPH'l1
prostat epitel hiicrelerinde PKa'ya kiyasla daha diisiik diizeyde oldugu, bax proteinin ise
BPH'l1 prostat epitel hiicrelerinde PKa'ya kiyasla daha yiiksek diizeyde eksprese edildigi
gosterilmigtir (Saker, vd., 2015).

Prostat hiicrelerindeki apoptotik siirecin diizenlenmesinde TGF-B 6nemli bir role
sahiptir. TGF-p, bir ¢ok transkripsiyon faktorii ile iligkili olarak hiicre dlimiinii aktive
etmektedir. Ozellikle TGF-B1'in prostat epitel hiicrelerinde apoptozisi uyardigi ve
proliferasyonu baskiladigi belirtilmektedir. Prostat epitel hiicrelerindeki proliferasyon
ve apoptoz arasindaki dengede, Dickkopf-related protein 3 (Dkk-3) ve inhibitors of
apoptosis proteins (IAPs) proteinlerinin de gorev aldigi belirtilmektedir. Fizyolojik
kosullarda prostat epitel hiicrelerinde sentezlenen Dkk-3 glikoproteini, prostat
hastaliklarinda stroma da ve oOzellikle de endotel hiicrelerinde sentezlenmektedir.
Dahasi, Dkk-3'lin BPH'da bax ekspresyonunu azaltarak apoptozisi inhibe ettigi
gosterilmistir. IAPs proteinlerinin ise prostat biiylimesinde caspaslarin aktivitelerinin
diizenlenmesi yoluyla apoptozisi inhibe ettikleri bildirilmistir (Minutoli vd 2016).

BPH gelisiminde bir diger {zerinde durulan mekanizma hormonal
diizenlemelerdir. Androjen ve Ostrojenlerin BPH olusumdaki etkileri tam olarak
aciklanamamistir.  Prostat dokusunun normal gelisimi igin testosteron ve

dihidrotestosteron gereklidir. DHT; epidermal biiyiime faktérii (EGF), keratinosit
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biiylime faktorii (KGF) ve insiilin benzeri biiylime faktorleri (IGF) gibi bir ¢cok biiyiime
faktorii iizerinden etki gosterir. BPH olusumu i¢in de androjenlerin gerekli oldugu
yapilan gozlemlere dayanarak sdylenmektedir. Bu gbzlemlerde, puberteden once kastre
edilen erkeklerde nodiiler prostat hiperplazisinin gelismedigi, aym sekilde
hipopitiiitarizm nedeniyle testosteron seviyeleri diisiik olan erkeklerde de BPH
gelismedigi gorilmiistir. Ancak, yaslanmayla birlikte erkeklerde testosteron
seviyelerinin azalmasina ragmen BPH riskinin artiyor olmasi ya da testosteron destek
tedavisi alan erkeklerde BPH riskinin artmis bulunamamasi, androjenlerin BPH gelisimi
icin gerekli fakat yetersiz oldugu goriisiinii 6n plana ¢ikarmustir. Ostrojenlerin prostat
biiyiimesi iizerine etkisi de cift yonliidiir. Ostrojen reseptorii alfa (ER-a) ve beta (ER-p)
prostat dokusunda farkli etkilere sahiptir. ER-a, asil olarak prostat epitel hiicrelerinde
bulunur ve bu reseptoriin uyarilmasiin prostat dokusunda hiperplazi, inflamasyon ve
displazi ile iligkili oldugu gosterilmistir. ER-B ise esas olarak prostat stromal
hiicrelerinde bulunur ve bu reseptdriin uyarilmasi, prostat dokusunda proliferasyonun
inhibisyonu ile sonu¢lanmaktadir. Bu sonuglara dayanarak, ER-o/ER-f oraninin prostat
hiicre proliferasyonu i¢in dnemli olabilecegi belirtilmistir (Nicholson ve Ricke, 2011).
BPH gelisimi ile metabolik sendrom ve inflamasyon arasinda iliski oldugu
cesitli calismalarda bildirilmistir. Metabolik sendrom ve BPH arasindaki iligskiye
yonelik iizerinde durulan anahtar molekiil insiilindir. Metabolik sendromda goriilen
insiilin direnci ve buna bagli olarak artan insiilin diizeyleri dogrudan ve dolayli olarak
BPH gelisimine katkida bulunmaktadir. Insiilin, prostat epitel hiicreleri i¢in dogrudan
giiclii bir mitojen ve biilyiime faktdriidiir. Insiilin ayn1 zamanda seks hormon baglayici
globiilin diizeylerini azaltarak, serbest androjen miktarin1 artirmaktadir. Boylece prostat
epitel hiicrelerine daha fazla androjen girmekte ve insiilin dolayli olarak BPH gelisimine
katkida bulunmaktadir. Insiilin ayrica, insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF-1)
tizerinden de etki gdstermektedir. IGF-1'in prostat epitel hiicre proliferasyonu artirdigi
gosterilmistir. IGF-1 reseptori ile insiilin reseptoriiniin benzer yapisindan otiirii, insiilin
dogrudan IGF-1 reseptoriine baglanmakta ve aktive etmektedir. Ayn1 zamanda insiilin
benzeri biiyiime faktorii baglayici globiilin 1 (IGFBP-1) sentezini azaltarak serbest IGF-
1 miktarini artirma yoluyla da BPH gelisimine katkida bulunmaktadir (Ngai, vd., 2017).
Metabolik sendrom ayni zamanda diisiik diizeyli bir kronik inflamasyonun
goriildiigii bir durumdur. Metabolik sendromda CRP gibi inflamasyon belirteclerinin

yani sira TNF-a, IL-6 ve IL-8 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin diizeyi de
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yiikselmektedir. Bu sitokinlerin aktivasyonu ile prostat dokusunda T-hiicre aktivasyonu
ger¢eklesmekte ve inflamasyon siireci stromal ve epitelyal hiicrelerde proliferasyonla
sonuglanmaktadir. Prostat dokusunda olusan kronik inflamasyonla birlikte tekrarlayan
yara iyilesme siirecleri, nodiil olusumu ve nihayetinde BPH tablosunu meydana

getirmektedir (Ngai, vd., 2017).

2.5.3. Benign prostat hiperplazisinin tanisi

BPO terimi BPH''n mesane ¢ikim obstriiksiyonuna neden olmasi durumunda
ortaya cikan tabloyu ifade etmektedir. BPH tamis icin gerek Amerikan Uroloji Birligi
(AUA) ve gerekse Avrupa Uroloji Birligi (EUA) tarafindan yayinlanan rehberlerde,
BPH tanis1 ya da tedavisinden ziyade benign prostatik obstriikksiyon (BPO) tani ve
tedavisinden bahsedilmektedir (Tarcan ve Yazici, 2006).

BPH tanisi i¢in anamnez, fiziksel muayene, laboratuvar testleri ve iirodinamik
testler kullanilmaktadir. AUSS’nin BPH dis1 nedenlerini dislamak igin dncelikle siki
bir anamnez ve fizik muayene Onerilmektedir. Boylece iiriner sistem enfeksiyonlari,
cesitli ilaclara bagli durumlar, diyabet, norolojik rahatsizliklar, asir1 aktif mesane,
kafein, alkol ve asir1 s1v1 tiikketimi gibi AUSS na neden olabilecek durumlar dislanabilir.
BPH kaynakli semptomlarin varligi, tipi ve ciddiyetine yonelik “uluslararasi prostat
semptom skoru” (IPSS) hazirlanmistir. Bu anketteki sorular puanlandirilarak toplamda
0-35 arasi bir skor iizerinden degerlendirilmektedir. 1-7 arasi 1limli, 8-19 aras1 orta ve
20-35 aras1 ciddi semptom skoru olarak kabul edilmektedir. Ayrica yasam kalitesi
indeksi (QoL) ayni amagla kullanilan bir indekstir. Burada hastaya, mevcut iiriner
semptomlar ile hayatinin geri kalanimi gegirdigi diisiiniildiigiinde ne hissedecegi
sorularak, hastanin mevcut durumdan duydugu rahatsizligin derecesinin ortaya
konulmasi amaglanmaktadir (Wilt ve N’Dow_2008; Vasanwala, vd., 2017).

Parmakla rektal muayene, prostat dokusunun sinirlarinin keskin ve piiriizsiiz
hissedildigi BPH ile sert ve diizensiz hissedildigi PKa ayriminda kullanilmas1 6nerilen
fiziksel bir muayene tiiriidiir. Ayrica idrar strip testi, serumda glukoz, iire ve elektrolit
diizeylerinin Olg¢lilmesi; alt iiriner sistem semptomlarina neden olmasi muhtemel
diyabet, bobrek bozukluklari, idrar yollar1 enfeksiyonu gibi durumlarin dislanmasinda
oOnerilen tetkiklerdendir. PSA testi alt iiriner sistem semptomlarina neden olan sorunun
prostat kaynakli olup olmadiginin tespiti amaciyla dlgiilmesi tavsiye edilmektedir. PSA
diizeyleri PKa'da, BPH'da ya da diger prostat hastaliklarinda artmaktadir. Parmakla



18

rektal muayene bulgularinin normal oldugu durumlarda 1.5 ng/ml'den diisik PSA
diizeylerinin BPH tanisimi dislamak igin kullanilabilecegi belirtilmektedir. Ancak PSA
testinin yanhs diisiik ya da yiiksek sonuclari, ilave bir ¢ok gereksiz tani testinin
yapilmasina neden olabilmektedir. =~ BPH tanisinda opsiyonel ve kisiye bagh
uygulanabilecek diger testler arasinda tiroflowmetri, iseme glinliigli tutulmasi, ultrason
ile mesane, prostat ve bdbreklerin gorintilenmesi bulunmaktadir (Wilt ve

N’Dow 2008; Vasanwala, vd., 2017).
2.6. Prostat Kanseri

2.6.1. Prostat kanserinin epidemiyolojisi

Prostat kanseri, her iki cinsiyette goriilen tiim kanserler arasinda dérdiincii en sik
goriilen kanser iken, erkek cinsiyette en sik goriilen ikinci kanser tiiriidiir. 2012 yilinda
diinya genelinde 1.1 milyon kisinin PKa tanist aldig: tahmin edilmektedir. Bu rakam
ayni yil kanser tanisi alanlarin %15'ini teskil etmektedir. PKa olanlarin %70'i (759.000
kisi ) daha gelismis bolgelerde yasayan erkeklerden olugsmaktadir. PKa insidansi diinya
genelinde 25 kattan fazla bir degisim gostermektedir. PKa'nin yasa gore standardize
edilmis insidansina gore Yeni Zellanda ve Avusturalya yiizbinde 111.6 ile birinci sirada
yer alirken, yilizbinde 97.6 ile Kuzey Amerika ikinci sirada gelmektedir. Bati ve Kuzey
Avrupa da yiiksek PKa insidansina sahiptir. Bu bdlgelerin ortak 6zelligi PSA testinin
ve buna bagli olarak biyopsinin yaygin olarak kullanildigi daha gelismis bolgeler
olmasidir. Diinyanin diger bolgelerine bakildiginda, daha az gelismis bolgeler olan
Kayipler, Giliney Amerika ve Giiney Afrika'da sirasiyla ylizbinde 79.8, 61.8 ve 60.1 gibi
nispeten yliksek PKa insidans1 var iken, Asya toplumlarinda yilizbinde 10.5 ve 6zellikle
de Giliney-Dogu Asya'da ylizbinde 4.5 gibi bir insidans degeri hesaplanmistir
(GLOBOCAN, 2012).

PKa, 2012 yilinda meydana gelen 307.000 6lim sayisiyla erkeklerde kanser
kaynakli 6limlerde besinci sirada yer almaktadir. PSA testinin insidansa olan etkisine
kiyasla mortalite iizerine etkisinin daha az olmasi nedeniyle diinya genelinde mortalite
oranlar arasinda 10 kat civarinda bir farklilik goriilmektedir. PKa insidansindan farkli
olarak mortalite hizlar1 daha gelismis bolgelere kiyasla az gelismis bolgelerde daha
fazladir. Yasa gore standardize edilmis mortalite hiz1 karayipler bdlgesinde (ylizbinde

29) ve sahra alt1 Afrika bolgesinde (yiizbinde 19-24) ve dzellikle de siyah 1rkta nispeten
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daha yiiksek diizeydedir. Mortalite hiz1 Giiney Asya'nin merkez bolgelerinde yilizbinde
2.9 ile en disiikk seviyelerde goriilmekte iken, Amerika ve Okyanusya'da orta

seviyelerdedir (GLOBOCAN, 2012).

2.6.2. Prostat kanseri i¢in risk faktorleri

PKa igin risk faktorleri, yas, irk, kalitimsal gegis, metabolik sendrom, beslenme,
genetik faktorler ve inflamasyon olarak sayilabilir.

PKa biiyiik oranda yasli erkeklerde goriilen bir hastaliktir. PKa tanisi alan
erkeklerin yaklasik %601 65 yas ve tlizerindedir. 40 yas altinda oldukg¢a nadir olan
PKa'ya yakalanma riski, 50 yas sonrasi hizla artmaktadir. PKa i¢in ortalama tani alma
yas1 66 yas civarindadir. 2007-2011 yillart arasinda PKa tanist alanlarin %0.6's1 35-44
yas araliginda, %9.7'si 45-54 yas araliginda, %32.7'si 55-64 yas araliginda, %36.3'0 65-
74 yas araliginda, %16.8'i 75-84 yas araliginda ve %3.8'1 85 yas ve lizeri erkeklerden
olugsmaktadir. 55 yas iizerindeki erkeklerde Pka goriilme riski, 55 yas atindaki erkeklere
kiyasla 17 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (Bashir, 2015).

Son c¢alismalar gostermistir ki etnik kdken PKa acisindan 6nemli bir risk
faktoriidiir. Afrika kokenli Amerikali erkeklerde PKa insidansi ve mortalitesi beyaz
erkeklere kiyasla daha yiiksektir. Dahasi, Afrika kokenli Amerikalilarda goriilen
PKa'lar Avrupa kokenli Amerikalilarda goriilen PKa'lardan daha agresif yap1
gostermektedirler. En diisiik PKa insidansi tipik olarak Asyali erkeklerdedir. Afrika
kokenli Amerikali erkeklerdeki bu yiiksek PKa insidanst ve mortalitesini agiklamaya
yonelik yapilan bazi calismalarda; Afrika kokenlilerin, PKa ile iliskili oldugu gdosterilen
kromozom 8q24 varyantlarii daha fazla tasidiklar1 belirlenmistir. Yine, BCL-2 gibi
anti-apoptotik genlerin ya da EphB2 gibi tiimor siipresor genlerin mutasyonlarinin
Afrika kokenli Amerikalilarda daha sik goriildiigii bildirilmistir. Ancak, etnik kokenler
arasindaki bu farkligin tek nedeni genetik duyarlilik olmayip; beslenme, yasam stili ve
cevresel faktorler de etkili oldugu ifade edilmektedir (Perdana, vd., 2016; Powell ve
Bollig-Fischer_2013).

PKa ayni zamanda herediter karakter tasiyan bir kanser tiirli olarak
belirlenmistir. Birinci derece yakinlarindan biri (baba, ogul, erkek kardes) PKa tanisi
almis olan erkeklerde, bu hastaliga yakalanma riski 2 ya da 3 kat artmaktadir (Bashir,
2015).
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Tablo 2.2. Ailesinde prostat kanseri olan kisinin roélatif riski ve giiven araligi degerleri
(Kicinski, vd., 2011).

Prostat kanseri tanis1 alan Kisi Rélatif Risk (%95 Giiven Aralig))
Baba 2.35 2.02-2.72
Erkek kardes 3.14 2.37-4.15
Birinci derece akraba 2.48 2.25-2.74
65 yas altinda birinci derece akraba 287 2.21-3.74
65 yas ve lizerinde birinci derece akraba 1.92 1.49-2.47
Iki ya da daha fazla sayida birinci derece

4.39 2.61-7.39
akraba
Ikinci derece akraba 259 0.99-6.46

Konuyla ilgili bir¢ok ¢alismanin degerlendirildigi bir meta analizde erkek
kardesinde PKa goriilen bir erkegin PKa'ya yakalanma riski babasinda PKa goriilen bir
erkekten daha fazladir. Bu farkliligin nedeni tam olarak agiklanamamistir.  PKa
goriilen birinci derece yakin sayisi arttikca, PKa riski de artmaktadir. Tablo 2.2'de
ailesinde PKa oOykiisii bulunan bir erkek igin rolatif risk ve giiven araligi degerleri
verilmistir (Kicinski, vd., 2011).

Metabolik sendrom ve beslenme aliskanliklar1 PKa riski ig¢in 6nemli olan
faktorlerdendir. Metabolik sendrom; serum trigliserid seviyesinin 150 mg/dL'nin
tizerinde, serum HDL seviyesinin 40 mg/dL'nin altinda, bel cevresinin 102 cm'nin
tizerinde, aghik kan sekerinin 110 mg/dL'min iizerinde ve kan basincinin 130/85
mmHg'in iizerinde olmas1 seklinde siralanan 5 komponentten en az 3'iiniin varli§ina
verilen isimdir. Metobolik sendrom ve PKa arasinda pozitif bir korelasyonun varligi
cesitli calismalarda gosterilmistir. Finlandiya'da 1880 erkegin 13.2 yil siire ile izlendigi
bir calismada, metabolik sendromu olan erkeklerin PKa'ya yakalanma risklerinin
yaklasik 2 kat daha fazla oldugu bildirilmistir. Ayni ¢alismada metabolik sendromla
birlikte kilolu ya da obez olan (viicut kitle indeksi, VKI>27 kg/mz) erkeklerin PKa'ya
yakalanma riskleri daha yiiksek oldugu (rolatif risk, RR=3) belirtilmistir. ~Ayrica,
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metabolik sendromun ileri derece (gleason skor=7-10) ve ileri klinik evre (>T3) PKa ile
iliskili oldugu belirtilmistir (Laukkanen vd., 2004; Karzai, vd., 2016).

Beslenme aligkanlarina yonelik yapilan ¢alismalarda; trans yag, doymus yag ve
karbonhidrat alimi1 ile PKa arasinda ¢ok az calismada iliski belirlenmistir. Yiiksek
kalsiyum aliminin, siit {iriinlerinin fazla tiiketiminin, vitamin D eksikliginin, kirmiz1 et
ve islenmis et iirlinlerinin PKa insidansimi artirdig1 belirtilmektedir (Leslie ve Siref,
2018).

Bir ¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi PKa gelisiminde de genetik ve epigenetik
degisikliklerin rolii oldugu belirtilmistir. PKa'daki genetik degisiklikler; somatik kopya
sayist degisiklikleri, yapisal yeniden diizenlemeler, nokta mutasyonlari, tek niikleotid
polimorfizmleri seklinde meydana gelebilmektedir. Somatik kopya sayis1 degisiklikleri,
diger somatik degisikliklere kiyasla kanser genomunun daha biiyiik bir kismini
etkileyen, genetik materyaldeki kayip ya da kazanglardir. Somatik kopya sayisi
degisiklikleri prostat kanserlerinin neredeyse %90'minda bulunmaktadir.  Bunlar
arasinda kromozom 8p'de yer alan NKX3.1, kromozom 8q'da yer alan c-myc, 13q'da
bulunan RB1 genleri 6rnek olarak verilebilir (Wallis ve Nam, 2015).

Bunlarin yani1 sira g¢esitli kanser tiirlerinde anormal ekspresyonlart ya da
mutasyonlarmin varligi gosterilmis olan TP53, PTEN, BRCA1 ve BRCA2 genlerinin,
PKa i¢in de risk faktorii olduklari gosterilmisti. BRCAL ve BRCAZ2 genlerinde
mutasyon tastyan erkelerin PKa'ya yakalanma risklerinin bu mutasyonlar1 tasimayanlara
gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu mutasyonlarn tasiyanlarda daha agresif
PKa'lar gelismekte ve yasam kanser sonrasi yasam siiresi daha kisa olmaktadir (Kgatle
vd., 2016).

PKa'da gorilen genetik degisikliklerden biri de kromozomal yeniden
diizenlemelerdir. Bu duruma en iyi 6rnek kromozom 21q22 boélgesinde bulunan
transmembran serin proteaz 2 (TMPRSS?2) ile ayn1 kromozom bdlgesinde yer alan v-ets
eritroblastozis viriis E26 onkogen homolog (ERG) gen fiizyonudur. Bu gen fiizyonu
primer PKa'larin %50'sinde tespit edilmektedir. Bu fiizyonun sonucunda bir onkogen
olan ERG geni, androjene cevap olarak fiiretilen bir serin proteazi olan TMPRSS2
geninin kontrolii altina girmektedir. TMPRSS2:ERG gen fiizyonunun PKa i¢in spesifik
bir belirte¢ ve ayn1 zamanda tedavi i¢in bir hedef olabilecegi belirtilmektedir (Wang vd.,
2017).
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PKa'da meydana gelen bir diger genetik degisiklik ise nokta mutasyonlaridir.
Nokta mutasyonuna ugrayarak PKa'ya risk teskil ettigi belirtilen genlere; Riboniikleaz L
geni (RNASEL), elaC homolog 2 geni (ELAC2), makrofaj ¢Op¢ii reseptorii 1 geni
(MSR1), Homeobox B13 geni (HOXB13) ve Speckle Type POZ Protein geni (SPOP)
ornek olarak verilebilir (Wallis ve Nam, 2015). Tablo 2.3'te PKa gelisiminde risk
faktorii olmas1 muhtemel genlerden bazilar1 gosterilmistir.

PKa'da risk faktorii olarak epigenetik bazi diizenlemelerin de oldugu
gosterilmistir.  DNA metilasyonu epigenetik diizenlemelerin basinda gelmektedir.
Sitozin ve guaninin 5'-3' yonde bir araya gelmesi ile olusan CpG adalari, ozellikle
genlerin promotor bdlgelerinde bulunmakta olup, metilasyona ¢ok duyarhidirlar. CpG
adalarimin metilasyonu genellikle genlerin susturulmasi ile sonuglanir. PKa'da hipo ya
da hipermetilasyon hastaligin ilerlemesi ile iliskilendirilmistir. Sitozin
hipometilasyonu; metastatik PKa, kromozom instabilitesi ve hastaligin progresyonu ile
iligkilidir. Diger taraftan androjen reseptor geni, hiire siklusunun kontroliinde, sinyal
iletiminde, DNA hasarinin tamirinde, detoksifikasyonda ve apoptoziste gorevli 50'den
fazla genin PKa'da hipermetile oldugu tespit edilmistir. Hipermetilasyonun daha ¢ok
erken baglangicli  prostat intraepitelyal neoplazi (PIN) odaklarinda goriilmesi,
metilasyonun kanser gelisiminin erken donemlerinde olustugunu diisiindiirmektedir.
Metilasyonun disinda histon modifikasyonlari, asetilasyon, fosforilasyon, ubikitinasyon
gibi epigenetik diizenlemeler, bir ¢ok kanser tiiriinde oldugu gibi PKa'da da risk
faktorleri arasindadir (Ho, vd., 2011).

Kronik inflamasyonun PKa'nin baslamasi ve ilerlemesinde rol oynadigi ¢esitli
caligmalarda bildirilmistir. 65 yasindan biiyiikk 5821 erkek {izerinde yapilan bir
caligmada, prostatit oykiisiine sahip olanlarda PKa gelisme riskinin daha yiiksek oldugu
tespit edilmigtir. 11 vaka-kontrollii arastirmanin degerlendirildigi bir meta-analiz
caligmasinda ise prostatit vakasi gecirmis olanlarda PKa goriilme riskinin daha yiiksek

oldugu bildirilmistir (Dennis, vd., 2002; Daniels, vd., 2005).
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Tablo 2.3. Prostat kanserinde rolii olan baz1 genler ve ugradiklari degisiklikler (Hughes,
vd., 2005'ten degistirilerek alinmigtir).

Kromozom Gen Normal islevi Prostat
bolgesi kanserindeki
degisiklik

P EGFR Biiylime faktorii Amplifiye

7q CAV1 Fibroblast ve endotel hiicrelerinin plazma membranm1  Amplifiye
invaginasyonlarindaki bir proteini (caveolin) kodlar

8p MSR Bakteri pargalarmin hiicre igine alinmasindan Delesyon
sorumlu makrofaj ¢opgii reseptoriinii kodlar

8p NKX3.1 Timor siipresor gen Delesyon

8q C-Myc Transkripsiyonel aktivator Amplifiye

10q PTEN Timdr siipresor gen Mutasyon

13q RB1 Timor stipresor gen Delesyon

169 E-CAD Adezyon molekiili Delesyon

Xq AR Adrojen reseptorii Amplifiye

219 TMPRSS2:ERG  Serin proteaz ve onkogen Gen flizyonu

1q RNASEL Endoriboniikleaz, viral RNA'larin parcalanmasi yolu Mutasyon

(HPC1) ile dogal bagisikliga katkida bulunur

17p ELAC2 (HPC2) DNA c¢apraz baglar1 tamir enzimi, tRNA'min Mutasyon
olgunlasma siirecinde gérevli bir enzim

17q HOXB13 Transkripsiyon faktori Mutasyon

17q SPOP Ubikitin protein ligaz alt iinitesi Mutasyon

Kronik inflamasyonun kanser gelisimindeki roliine yonelik bir hipotez ortaya

konulmustur. Buna gore; enfeksiyon sirasinda fagositik hiicreler tarafindan salgilanan
reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri (stiperoksit ve nitrik oksit gibi) DNA’da hasara
sebebiyet vermektedir. Bu ortamda c¢ogalan epitel hiicreleri yapisal ve fonksiyonel
Ozelliklerini degistiren mutasyonlara ugramakta ve bu durum kanserin bagslangic
asamasimi olusturmaktadir. inflamasyon siirecinin bir pargasi olan sitokinlerden IL-6 ve
IL-6 reseptorii diizeyleri, lokalize PKa'da dahi normal prostata kiyasla ¢ok daha yiiksek
tespit edilmekte ve IL-6 reseptor ekspresyonun proliferasyon ile dogru orantili oldugu
bildirilmektedir. ~ Ayrica, hormona diren¢li PKada TNF-o, IL-1p, IL-8 gibi
proinflamatuvar sitokinlerin yani sira IL-4 ve IL-10 gibi anti-inlamatuvar sitokinlerin

diizeyinin yliksek oldugu belirtilmistir (Ergun and Kosar, 2010).
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Yaslanan erkeklerde tespit edilebilen fokal atrofik epitel bdlgeleri, bir
inflamatuvar yanit sonrasi ortaya ¢ikan odaklar olarak tanimlanmaktadir. Bu bolgeler
artmis epitelyal proliferasyon gostermektedir ve proliferatif inflamatuvar atrofi (PIA)
olarak adlandirilmaktadir. PIA bolgelerinin prostat dokusunda prostatik intraepitelyal
neoplazi (PIN) ve PKa odaklariin yakiinda tespit edilmesi, PIA bdlgelerinin kanser
gelisimi i¢in 6ncii bir lezyon 6zelligi tasidigr fikrini ortaya ¢ikarmistir (Shen ve Abate-
Shen, 2010).

Glutatyon S transferaz (GST) ailesi, inflamasyon sirasinda iiretilen reaktif
oksijen tiirleri ve oksidanlarin detoksifikasyonunda gorevli, indiiklenebilir bir enzim
ailesidir.  PIA bolgelerindeki liminal epitel hiicreleri yiiksek oranda glutatyon S
transferaz Pi 1 (GSTP1) ve glutatyon S transferaz alfa 1 (GSTAL) aktivitesi gosterirler.
Major bir GST smifi olan GSTP1'in ekspresyonunun PKa'da CpG metilasyonu yolu ile
baskilandigi gosterilmistir. Bu bulgu, inflamasyon sirasinda yiiksek diizeyde eksprese
edilen GSTP1 geninin metilasyon yolu ile susturulmasi sonucunda, prostat hiicrelerinin
oksidanlara kars1 savunmasiz hale geldigi ve oksidanlar tarafindan olusturulan genom
hasarinin birikmesi ile PIA alanlarindan PIN ve PKa meydana geldigi seklinde
yorumlanmistir (Nakai ve Nonomura, 2013).

PKa hiicreleri yiiksek diizeyde NFkB aktivitesine sahiptirler. ~ NFxB,
transkripsiyon faktoriidiir ve bir defa aktive oldugunda ¢esitli molekiiller {izerinden (c-
myc, siklin D1, VEGF, vb) hiicre biiyiimesi, anjiogenez ve metastaz ile iligkili yolaklar
diizenlemektedir. Inflamasyon sirasinda sentezlenen bir pro-inflamatuvar olan TNF-a,
NFkB'nin aktive olmasimi saglayan bir sitokindir. Bu durum, inflamasyonun PKa
baglangicinda rol oynadig1 goriisiinii destekler mahiyettedir (Stark, vd., 2015).

PKa'da KP'nin bir risk faktorii oldugunu destekleyen bir bulgu da siklooksijenaz
enzim inhibitdrleri iizerinden ortaya konulmustur. inflamasyonda énemli rol oynayan
cesitli metabolitlerin sentezlenmesinde gorevli olan COX enzimini inhibe eden
nonsteroid anti-inflamatuvar ilag (NSAIQ) kullanan erkeklerde PKa gelisme riskinin,
NSAAI kullanmayanlara gére daha diisiik oldugu (OR=0.77) gosterilmistir. Bu
diisiisiin  6zellikle COX-2 selektif inhibitorlerinde daha belirgin oldugu (OR=0.48)
bildirilmistir (Doat, vd., 2017).
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2.6.3.Prostat kanserinin tanisi

PKa'nin erken tanisinda parmakla rektal muayene, serum total PSA diizeyinin
Ol¢timii ve gerekli durumlarda transrektal ultrasondur. Parmakla rektal muayene ve
serum PSA diizeyi 6l¢iimii PKa'nin kesin tanisi i¢in yeterli olmamaktadir. PKa'nin
kesin tanisi, prostat dokusundan alinan biyopsi drneginin histopatolojik incelenmesi ile
konulmaktadir. Giinlimiizde bu amagla transrektal ultrason (TRUS) esliginde prostat
igne biyopsisi uygulanmaktadir. Avrupa Uroloji Dernegi PSA seviyesinin bir kez
yiiksek tespit edilmesiyle hemen biyopsi yapilmasini nermemekte ve bir kac¢ hafta
sonra testin tekrar edilerek, prostatit gibi PSA yliksekligine neden olan durumlarin
dislanmasini tavsiye etmektedir. Ultrason kilavuzlugunda transrektal veya transperineal
lateral yonlendirilmis 18G kor biyopsi, histopatolojik inceleme i¢in materyal elde
etmekte standart olarak kullanilan bir yontem olmustur. TRUS esliginde prostat igne
biyopsisi i¢in prostat bezinin tabani, ortasi ve apeksinden toplamda en az 10-12 kor
biyopsi alinmasi Onerilmektedir. Biyopsi orneklerinde histopatolojik olarak kanser
derecelendirilmesi Gleason skorlamasi ile yapilmaktadir. Evrelemede ise TNM
evrelemesi kullanilmaktadir (Heidenreich, vd., 2014).

Gleason derecelendirme sistemi: Patolog Dr. Donald Gleason tarafindan
19601 yillarda gelistirilen bu test, mevcut olan en giivenilir ve prediktif histolojik
derecelendirme sistemi olarak, tiim PKa patolojik tanimlamalar1 i¢in evrensel olarak
kabul edilmistir. Gleason skorlama sistemi, diger kanserlerde ¢ogunlukla tanimlanan
hiicresel 6zelliklerden ziyade, prostattaki bezlerin mikroskobik yerlesimi, mimarisi veya
paternine dayanir. 1'den S'e kadar bir derecelendirme yapilir. 1. derece hemen hemen
normal bir mikroskopik glandiiler paterni ve goriinimii temsil ederken, 5.derece
glandiiler yapmin tamamen bozuldugu ve sadece anormal kanser hiicrelerinin
bulundugu bir tabloyu temsil eder. Tiimorde en ¢ok goriilen patern birincil olarak ifade
edilir, ikinci en ¢ok goriilen patern ise ikincil olarak belirtilir. Ornegin bir tiimér birincil
olarak 3 numarali paterne uyuyorsa, ancak 5 numarali paterni de ihtiva ediyorsa 3+5=8
olarak derecelendirme yapilir. Eger tiimor tek hiicresel paterne sahip ise; ornegin 4
numarali paterne sahipse, 4+4=8 olarak derecelendirilir. Diinya Saglk Orgiitii
tarafindan 2016 yilinda gleason derecelendirme sisteminin degerlendirilmesinde bazi
degisikliklere gidilmistir (Leslie ve Siref, 2018). Yeni sisteme gore gelason skoru

degerlendirmesi Tablo 2.4'te 6zetlenmistir.
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Tablo 2.4. Gleason derecelendirme sistemi (Leslie ve Siref, 2018).

Grup

Gleason Skoru

Tanim

Grup 1

<6

Sadece bireysel olarak ayrilmis diizgiin sekilli bezlerin
olmas1

Grup 2

3+4=7

Biiylik oranda diizglin sekilli bez yapilar1 olmakla
birlikte, az miktarda kot sekilli, kaynasmis ya da
kripriform yapidaki bezleri igermesi

Grup 3

4+3=7

Biiytik oranda kotii sekilli, kaynasmis ya da kripriform
yapidaki bezler olmakla birlikte, az miktarda diizgiin
sekilli bez yapilar1 olmasi

Grup 4

(3+5): Biiyiikk oranda diizgiin sekilli bez yapilari
olmakla birlikte, az miktarda bez yapist olusturmayan
tek tek hiicreler; (4+4): sadece kotii sekilli, kaynagmis
ya da kripriform yapidaki bezler; (5+3): Biiyiik oranda
bez yapisi olusturmayan tek tek hiicreler olmakla
birlikte, az sayida diizgiin sekilli bez yapilari

Grup 5

9yadal0

Kotii sekilli, kaynasmis ya da kripriform yapidaki
bezlerin eslik ettigi ya da hi¢ bez yapisinin
goriilmedigi, nekrozun var oldugu ya da olmadigi
farklilasmamus tek tek hiicrelerin olmasi

Prostat

kanserinde

evreleme: PKa'nin dogru ve etkin tedavisinin

planlanabilmesi igin hastaligin evresinin belirlenmesi 6nemlidir. Bu amag i¢in timoriin

buytikligi (T), lenf nodu tutulumu (N) ve metastazin (M) degerlendirildigi TNM

evreleme sistemi kullanilmaktadir. Avrupa Uroloji Dernegi tarafindan yayimlanan

rehberde belirtildigi sekliyle PKa'nin evrelendirilmesinde kullanilan TNM evreleme

sistemi Tablo 2.5’te gosterilmistir.



Tablo 2.5. Prostat kanserinde TNM evreleme sistemi (Heidenreich vd_2011).

T: Primer tiimor

Tx: Prostattaki tlimoriin degerlendirilememesi

TO: Prostatta timor bulunmamasi

T1: Dijital muayene ve goriintiileme yontemleriyle prostatta timor saptanamayan

hastalar

Tla: Kapali prostat ameliyat1 sirasinda ¢ikarilan dokularda <%?5 oranda

rastlantisal timor saptanmasi

T1b: Kapali prostat ameliyat: sirasinda ¢ikarilan dokularda >%>5 oranda

rastlantisal tiimdr saptanmasi

T1c: PSA yiiksekligi nedeniyle yapilan igne biyopsisinde tiimor saptanmasi

T2: Prostat bezinde sinirli tiimor, parmakla yapilan muayenede prostatta nodiil

bulunmasi

T2a: Tek bir prostat lobunu tutan timor

T2b: Her iki prostat lobunu tutan timor

T3: Prostat kapsiiliinii asan tiimor

T3a: Kapsiil disina tek veya iki tarafli uzanim

T3b: Seminal vezikil tutulumu

T4: Seminal vezikiil disinda diger komsu organlara yayilim gosteren timor

N: Bolgesel lenf nodlar:

Nx: Bolgesel lenf bezlerinin degerlendirilememesi

NO: Bolgesel lenf bezi yayilim1 olmamasi

N1: Bolgesel lenf bezi yayilimi1 bulunmasi

M: Uzak metastaz

Mx: Uzak organ yayiliminin degerlendirilememesi

MO: Uzak organ yayilim1 olmamasi

M1: Uzak organ yayilim1 olmasi

M1la: Bolgesel olmayan lenf bezine yayilim

M1b: Kemiklere yayilim olmasi

M1c: Diger uzak organlara yayilim bulunmasi
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2.6.4. Prostat kanseri taramalarinda PSA'nin yeri ve yasanan sorunlar

R. Ablin tarafindan 1972 yilinda yapilan ¢alismada prostat dokusuna 6zgii iki
antijen tammmlanmustir. Bunlardan birisinin prostatik asit fosfataz oldugu bildirilmis,
digeri ise ilk defa "prostat spesifik antijen" (PSA) olarak tanimlanmistir. Aym
donemlerde farkli arastirmacilar tarafindan prostat dokusundan izole edilen E1 antijen,
P30 ve gamma-seminoprotein’nin de PSA ile aym yapida olduklar1 anlasilmigtir
(Ablin, 1972; Angelis, vd., 2007).

PSA’nin PKa ile iligkisi ilk olarak 1980 yilinda Papsidero ve ark.’nin yapmis
olduklari ¢aligma ile ortaya konulmus ve daha sonralar1 6zellikle PKa tedavisinin takibi
ve niikslerin belirlenmesinde PSA’nin kullanilabilecegine yonelik cesitli ¢alismalar
yayinlanmistir. 1986 yilinda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan PKa'nin
monitdrizasyonunda PSA’nin kullanilabilecegi onaylanmigtir. 1990’11 yillarin bagindan
itibaren ise PSA'nin, parmakla rektal muayene ile birlikte PKa taramalarinda kullanimi
hiz kazanmustir (Papsidero, vd., 1980; Onem vd 2012).

PKa taramalarinda PSA kullaniminin degerlendirildigi ilk ¢alisma Catalona vd.
tarafindan yapilmistir. Bu calismada 50 yas ve ilizerinde 1653 saglikli erkegin serum
PSA diizeyleri olgiilmiis ve PSA diizeyi 4-9.9 ng/mL arasinda olan erkeklerden alinan
biyopsi Orneklerinde %22 oraninda kanser tespit edilirken, 10 ng/mL’den biiyiik
olanlarda %67 oraninda kanser tespit edilmistir (Catalona, vd., 1991).

Serumda PSA diizeylerinin o6l¢limii PKa taramalarinda yaygin olarak
kullanilmasina ragmen onemli kisitliliklara sahiptir. PSA, her ne kadar prostata spesifik
olsa da PKa'ya spesifik degildir ve bir ¢ok farkli durumda diizeyleri artmaktadir.

PSA testinin PKa tanisinda sahip oldugu spesifisite ve sensitivitenin belirlenmesi
amactyla Thompson vd. tarafindan yapilan ¢aligmada; 55 yas ve tizerinde, PSA diizeyi 3
ng/mL’nin altinda olan 18.882 saglikli erkek 7 yil siire ile yillik PSA 6l¢iimi ve
parmakla rektal muayene yapilarak takip edilmistir. Bu siire zarfinda anormal parmakla
rektal muayene bulgular1 olan ya da PSA diizeyi 4 ng/mL nin iizerinde 6lgiilen hastalara
biyopsi uygulanmistir. Calismanin sonunda tiim katilimcilara biyopsi Onerilmistir.
Biyopsi uygulanan 5587 hastadan 1225’inde (%21.9) kanser tespit edilmistir. PSA i¢in
cut-off noktast 1.1, 2.1, 3.1 ve 4.1 ng/mL olarak se¢ildiginde, sirasiyla sensitivite
degerleri %83.4, %52.6, %32.2 ve %20.5 olarak hesaplanmisken, spesifisite degerleri
sirastyla %38.9,  %72.5, %86.7 ve %93.8 olarak hesaplanmistir.  Yasa gore

tabakalandirilmis analizde PSA'nin tanisal performansi 70 yasin altindaki erkeklerde
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(AUC=0.699), 70 yasin istiindeki erkeklere (AUC=0.663) gore biraz daha yiiksek tespit
edilmistir. PKa prevalansinmi sifira indiren herhangi bir cutoff noktasi yoktur. PSA
degeri 0.5 ng/mL'den kiiciik olan erkeklerde dahi PKa prevalansi %6.6 olarak tespit
edilmistir. PKa prevalansi, PSA degeri 0.6-1.0 ng/mL arasinda %10, 1.1-2.0 ng/mL
arasinda %17, 2.1-3.0 ng/ml arasinda %23.9, 3.1-4.0 ng/mL arasinda ise %26.9 olarak
hesaplanmistir (Thompson, vd., 2004; Thompson, vd., 2005).

PSA testi temelinde yapilan PKa taramalarindaki bir diger sorun asir1 tan1 ve
asir1 tedavidir. Kanser, her zaman klinik yansimasi olmayan, uzun siireli hiicresel ve
molekiiler siireglerden kaynaklanan heterojen bir hastaliktir. PSA taramalari ile tespit
edilen bazi kanserlerin, histopatolojik olarak kanser tanimlamasi yapilsa da aslinda
benign karakterde olabilecegi ve dolayisiyla hastanin omiir boyu PKa kaynakli bir
sikayeti olmadan yasamini siirdiirebilecek iken, PSA 6l¢limii ve sonrasinda biyopsi ile
histopatolojik olarak tespit edilen kanserin tedavisi asamasinda gereksiz bir ¢ok risk ve
komplikasyona maruz kalabildigi belirtilmektedir. Bu goriisii savunanlar farkl
nedenlerden dolayr 6lmiis kisilerde yapilan otopsi calismalarinda tespit edilen PKa
oranlarini delil gostermektedir. Bu ¢alismalarda, PKa dis1 nedenlerden dlen erkeklerde
40’lr yaglarda %3-43, 60’11 yaslarda %14-70 ve 70’li yaslarda %31-83 oraninda
histopatolojik olarak PKa varligi gosterilmistir (Brawley, vd., 2009; Croswell, vd.,
2011).

PSA ile yapilan PKa taramalarmin genis ¢apli degerlendirildigi en 6nemli iki
calisma, ABD’de yapilan "Prostate, Lung, Colorectal and Ovarian Cancer Screening
Trial" (PLCO) ve Avrupa’da yapilan "European Randomized Study of Screening for
Prostate Cancer" (ERSPC) randomize kontrollii calismalaridir.

PLCO c¢aligmas1 ABD’de 10 merkezde, yaslar1 55-74 arasinda toplam 76.693
kisi tlizerinde yapilmistir. 1993-2001 yillar1 arasinda randomize edilen olgularin
38.343’1 kontrol grubuna, 38,3401 da tarama grubuna alinmistir. Tarama grubunda 6
yil siire ile her yil serum PSA diizeyleri dlgiilmiis ve 4 yil siireyle parmakla rektal
muayene yapilmistir. ilk olarak 2009 yilinda 7-10 yil takip siireli sonuglar1 yaymlanan
calismanin, 2017 yilinda 12.6-16.5 yil (ortanca=15 yil) takip siireli sonuglari
yayimlanmistir. Bu siire zarfi igerisinde, PKa nedeniyle tarama grubundan 255 kisi,
kontrol grubunda 244 kisi Olmistiir. Bu sonuglara gore PKa kaynakli 6lim riski

acisindan PSA taramasi yapilan grup ile kontrol grubu arasinda fark tespit edilmemistir
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(rolatif risk hiz orani, rate ratio, RR=1.04). Dolayisiyla, PSA ile yapilan PKa
taramalarinin mortalite oranlarina etkisinin olmadig: belirtilmistir (Pinsky, vd., 2017).

ERSPC galismas1 8 Avrupa iilkesinde, yaslar1 55-69 arasinda, tarama ve kontrol
grubu olarak iki gruptan olusan toplam 162,388 erkek iizerinde yapilmigtir. Tarama
grubu PSA testi ile yillik izlenmis ve serum PSA degerleri 3 ng/mL’nin iizerinde
olgiilenlere biyopsi uygulanmistir. Calismanin 13 yil takip siireli sonuglar1 2014 yilinda
aciklanmistir. Bu sonuglara gore tarama grubunda 7408 ve kontrol grubunda 6107
kanser tespit edilmistir. Tarama grubunun insidans istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek bulunmustur. Mortalite oranlarina bakildiginda PSA ile tarama yapilan grupta
kontrol grubuna kiyasla PKa kaynakli 6liim riski (rolatif risk hiz orani, rate ratio,
RR=0.79) daha diisiik bulunmustur (Schroder, vd., 2014).

Bu iki biiytlik prospektif kohort ¢alismanin sonuglar1 da gostermektedir ki serum
PSA 6l¢iimlerinin PKa taramalarinda etkinligi hala tartismali bir konu olarak éniimiizde
durmaktadir. Bu nedenle son yillarda PSA kokenli biyobelirtegler ile PKa tanisinda
PSA'min etkinliginin artirilmasi ¢abalarmin yani sira, PSA disinda yeni biyobelirteg

gelistirme calismalar1 da devam etmektedir.

2.6.5. Prostat kanseri tanisinda PSA kokenli biyobelirtecler

Serumdan total PSA (tPSA) 6l¢limlerinin tek basina PKa'nin ayriminda yetersiz
kalmasi, PSA tiirevi olan bir ¢cok yeni biyobelirte¢ i¢in ¢alismalar yapilmasina neden
olmustur.

Serbest PSA (sPSA) yiizdesi: PSA, dolasimda biiyilk oranda a-1 anti-
kimotripsine bagl haldedir. Bir kismi da a-2 makroglobiilin ve a-1 anti-tripsine bagl
olarak bulunur. sPSA ise tPSA'nin %>5'i ile %45'i arasinda degisen miktarlarda serumda
bulunabilmektedir. sPSA yiizdesinin hesaplanmasinda (sPSA/tPSA)x100 formiilii
kullanilmaktadir (Esfahani, vd., 2015).

tPSA Olgiimleri ile PKa tanisi 6zellikle gri zon olarak adlandirilan 4-10 ng/mL
diizeyleri arasinda diisiik spesifisiteye sahiptir. Bu diizeylerde tPSA Olciilen hastalarin
yalnizca %25'i biyopsi sonrasi PKa tanis1 almaktadir. Catalona vd. tarafindan yapilan
calismada 4-10 ng/mL araliginda tPSA diizeyine sahip hastalarda, sPSA'nin PKa'y1
tespit etmekteki sensitivitesi %95 olarak Ol¢iilmiis ve gereksiz biyopsileri %20
azaltabilecegi gosterilmistir. Bu c¢alismada, SPSA oran1 %10'dan kii¢iik olan hasta

grubunda biyopsi sonrast %56 oraninda PKa saptanirken, %25'ten biiyiik olan hasta
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grubunda %8 oraninda kanser saptanmistir. Bu c¢aligmadan sonra tPSA diizeyleri 4-10
ng/mL arasinda olan hasta grubunda, %sPSA kullanimina FDA tarafindan onay
verilmistir (Catalona, vd., 1998; Esfahani, vd., 2015).

sPSA izoformlari: Serbest PSA'nin 3 temel izoformu bulunmaktadir. Bunlar
inaktif PSA (iPSA), c¢esitli onciil proPSA formlar1 ([-2]proPSA, [-4]proPSA, [-
5]proPSA, [-7]proPSA) ve benign PSA (BPSA) olarak adlandiriimaktadir. Ozellikle [-
2]proPSA ile ilgili 6nemli ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda, serum [-2]proPSA
diizeylerinin, PKa grubunda kanser olmayanlara kiyasla daha yiiksek oldugu
bildirilmigtir.  [-2]proPSA Olglimlerinin PKa tanisindaki spesifisite ve sensitivite
degerlerinin tPSA ve sPSA'dan daha yiliksek oldugu yoniinde ¢aligmalar bulunmaktadir
(Huang YQ, vd., 2014).

Prostat Saglk Indeksi (PHI): [-2]proPSA/PSA x PSAY? formiilii ile
hesaplanan ve prostat saglik indeksi (PHI, Beckman Coulter, Brea, CA) olarak
adlandirilan bir formiilasyonun; 50 yasindan biiyiik, tPSA degeri 2-10 ng/mL arasinda
ve parmakla rektal muayene bulgular1 negatif olan hastalarda, gleason skoru >7 olan
PKa'nin tespitinde sensitiviteyi fazla azaltmadan spesifisiteyi artirarak, gereksiz
biyopsileri azaltabilecegi bildirilmistir (Catalona, vd., 2011). PHI hesaplamasi bu
calisma baz alinarak, 2012 yilinda FDA onay1 almistir

PSA dansitesi: Biiyiik prostat bezi daha fazla PSA salgilamaktadir. Bu bilginin
15181nda, serum PSA diizeyinin prostat hacmine oranlanmasi ile PSA dansitesi (PSAD)
hesaplanmis olmaktadir. Prostat hacminin 6l¢iimii i¢in ultrason kullanilmaktadir.
PSAD diizeylerinin PKa'da BPH'tan daha yiiksek oldugu yoniinde c¢aligmalar
yayilanmis olmakla birlikte, baska ¢alismalarca bu dogrulanmamistir. PSAD o6l¢iimii
icin transrektal ultrason kullanilmasinin gerekliligi nedeniyle PKa taramalarinda
onerilmemektedir (Bensalah, vd., 2008).

PSA velositesi ve PSA'nin ikiye katlanma hizi: PSA velositesi ve PSA'nin
ikiye katlanma hizi birbirine benzer ama farkli kavramlardir. PSA velositesi bir yil
icerisinde PSA'daki artis hizidir. PSA'nin ikiye katlanma hiz1 ise PSA degerlerinin iki
katina c¢iktig1 siire dikkate alinarak hesaplanir. Bu siire aylar olabilecegi gibi yillarda
olabilir. PSA'nin ikiye katlanma hizinin daha ¢ok tedavi sonrasi kullanilmasi nedeniyle,
PKa'da biyolojik potansiyelin belirlenmesinde PSA velositesinin daha yararli oldugu
bildirilmektedir. Yapilan ¢alismalarda, 2 ng/mL/y1l'dan daha az PSA velositesine sahip
hastalara kiyasla, 2 ng/mL/y1l'dan daha yiiksek PSA velositesine sahip hastalarin cerrahi
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tedavi sonrast 7 yil igerisinde PKa'dan 6lme risklerinin 10 kat daha fazla oldugu rapor

edilmistir (Carter, 2012).

2.6.6. Prostat kanseri tanmisinda PSA dis1 biyobelirtecler

PKa tanisinda PSA Ol¢limlerinin sahip oldugu, yukarida bahsedilen kisithiliklar
asmak i¢in PSA kokenli parametrelerin disinda bir ¢ok farkli molekiiliin PKa'daki
tanisal yeterliligi aragtirilmistir. Bunlardan bazilar1 asagida agiklanmaktadir.

4K skoru: Bu skor hesaplamasinda tPSA, sPSA, intactPSA ve insan kallikreini
2 (hK2) parametreleri ile hastanin yasi, parmakla rektal muayene bulgulari, daha
onceden varsa negatif biyopsi sonug¢larmin kombinasyonu kullanilir.  Biitiin bu
parametreler bir algoritma kapsaminda degerlendirilerek, hastada gleason skoru 7 veya
daha biiyiik bir PKa olma ihtimalinin yiizde olarak verildigi bir skor hesaplanmis olur.
Parekh vd. tarafindan klinik olarak PKa siiphesi olan 1012 erkek iizerinde yapilan bir
prospektif caligmada, 4K skorunun gleason skoru 7 veya daha biiyiilk olan PKa'y1
tahmin etmedeki dogrulugunun (AUC=0.821), sadece PSA Olgiimiine gore
(AUC=0.751) daha yiiksek oldugu gosterilmistir (McGrath, vd., 2016; Parekh, vd.,
2015).

Prostat kanser antijeni 3 (PCA3): DD3 olarak da adlandirilan PCA3,
kromozom 9g21-22'de bulunan bir gen tarafindan kodlanan, fonksiyonu tam olarak
bilinmeyen, PKa'ya 6zgii uzun kodlanmayan bir RNA molekiiliidiir. Normal prostat
dokusunda tespit edilememektedir. BPH'da hafif diizeyli bir ekspresyonu olan PCAS3,
PKa'da yiiksek diizeyde eksprese edilmektedir. Primer ve metastatik PKa'larin
%095'inde yiiksek seviyelerde eksprese edilen PCA3'lin PKa'da faydali bir biyobelirteg
olabilecegi belirtilmektedir. 2012 yilinda "progensa PCA3 test" (Hologic) ticari adi ile
FDA tarafindan onaylanmistir (Saini_2016).

TMPRSS2-ERG: TMPRSS2, bir fiizyon proteinini kodlayan, prostat spesifik
ve androjen ile diizenlenen bir gendir. Bu genin, PKa vakalarinin >%50'sinde asiri
eksprese olmasi nedeniyle, PKa igin bir onkogen olarak tanimlanmistir. Bu genin
transkripsyon faktorii ve diizenleyicisi olan ERG geni ile fiizyonu neticesinde
TMPRSS2-ERG flizyon geni ortaya c¢ikmakta ve lokalize PKa'larin %48'inde
bulunmaktadir. TMPRSS2-ERG fiizyon geni ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi tek
basina %24.3-37 arasinda diisiik bir sensitiviteye sahipken, %93 civarinda yiiksek bir
spesifisiteye sahiptir. Ancak, serum PSA ve idrarda PCA3 6l¢limii ile birlikte kombine
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degerlendirildiginde, AUC 0.88, sensitivitesi %80 ve spesifisitesi %90 olmaktadir
(McGrath, vd., 2016).

Endoglin (CD 105): Endoglin, insan vaskiiler endotel hiicreleri tarafindan
tiretilen bir transmebran glikoproteinidir. Endoglin seviyelerinin PKa'nin ilerlemesi ile
iligkili oldugu ve serum endoglin diizeylerinin PKa ile iligkisi bulunmamis olmakla
birlikte, organa smirli kanser ile organa sinirli olmayan kanser vakalar1 arasinda farkli
seviyelerde oldugu bildirilmektedir. Idrarda olgiilen endoglin diizeylerinin biyopsi
sonucu pozitif olan grupta, biyopsi sonucu negatif olan gruba gore daha yiiksek oldugu
ve timor capi ile korelasyon gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuglara gore, endoglin
diizeylerinin PKa'nin tanis1 ve evrelendirilmesinde kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir
(Fujita, vd., 2009).

Urokinaz plazminojen aktivatori (uPA) ve plazminojen aktivator
inhibitorii 1 (PAI-1): uPA bir serum proteazidir ve kendi reseptdriine baglanarak
aktive olduktan sonra plazminojeni plazmine doniistiirerek, ekstraselliiller matriks
proteinlerinin yikimindan sorumlu diger proteazlari aktive eder. PAI-1 ise uPA'nin
inhibitoriidiir. Prostat doku oOrneklerinde uPA/PAI-1 oraninin BPH grubuna kiyasla
PKa grubunda yiiksek oldugu ve PKa ayriminda bir doku belirteci olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (Bohm, vd., 2013).

Transforme Edici Biiyiime Faktorii-Beta 1 (TGF-p1) ve interlokin-6 (1L-6):
TGF-B1, proliferasyon, farklilagsma, anjiyogenez ve immiin cevap gibi hiicresel
stireclerde gorev alan bir biiyiime faktoriidiir. TGF-B1’in lokal ekspresyonunun, PKa'da
yiiksek gleason skoru, timdr invazyonu ve metastaz ile iliskili oldugu bildirilmistir.
Prostat biyopsisi 6rneklerinde yapilan bir ¢alismada, TGF- B1'in tiimdriin agresifligi ile
iligkili oldugu gosterilmistir. Bu ¢aligmada IL-6 seviyelerinin TGF- B1 ile iligkili
oldugu bildirilmistir. IL-6, bagisiklik sistemi ve hematopoetik mekanizmalarda etkili bir
sitokindir.  Farkli ¢alismalarda, IL-6 ve IL-6R'nin serumdaki yiiksek diizeylerinin
metastatik ve hormona direngli PKa ile iliskili oldugu ve PKa'li hastalarin sagkalim
stiresinin tahmini amaciyla kullanilabilecegi belirtilmektedir (Shariat, vd., 2011; Wu,
vd., 2015).
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Tablo 2.6. Prostat kanserinin tanis1 ve tedavi takibi igin gelistirilen bazi kombine
biyobelirtegler (Alford, vd., 2017'den degistirilerek alinmistir).

Test Tanimlama Ornek Kullanim alanm
SelectMDx DLX ve HOXC6'nin Idrar PSA >4 ng/mL'nin {izerinde olan
ekspresyon diizeylerinin erkeklerde Gleason >7 olan
Olgtimii kanserlerin tahmin edilmesi
Apifiny Prostat kanserinde olusan Kan PSA >2.5 ng/mL olan hastalarda
sekiz otoantikorun hesaplanan risk skoru Gleason >7
seviyelerinin 6l¢iimii prostat kanseri riskini belirlenmesi
(=59 ise risk varligr)
ConfirmMDx Timor stipresor genleri Biyopsi Tk biyopsi sonucu negatif olan
GSTP1, RASSF1 ve erkeklerden ikinci bir biyopsiye
APC'de hipermetilasyonun gerek olup olmadiginin
Olctimii belirlenmesi
Decifer Yiiksek derece prostat Biyopsi 5 yil igerisinde metastaz riskinin
kanseri riski ile iligkili 22 belirlenmesi ya da 10 yil igerisinde
genin ekspresyonun prostat kanseri kaynakli 61iim
6lgtiimii riskinin belirlenmesi, bu riske gore
aktif gézlem ya da ileri tedavi
Prolaris Hiicre siklusu ile iligkili 31  Biyopsi Prostat kanserinin agresifliginin
genin ekspresyon belirlenmesi, 10 yil igerisinde
seviyesinin 6l¢iimii prostat kanseri nedeniyle 6liim
riskinin belirlenmesi
Promark Prostat kanseri ile iliski Biyopsi Gleaason >4+3 olan prostat kanseri
sekiz proteinin riskinin belirlenmesi

diizeylerinin dl¢iimii

Son yillarda farkli firmalar tarafindan gelistirilen ve Tablo 2.6'da Gzetlenen
kombine testler ile birgok farkli biyokimyasal, metabolik, genetik ve epigenetik
degisikliklerin tespit edilmesi ve boylelikle, PSA temelindeki taramalar nedeniyle ¢okca
tartigilan PKa'da asir1 tan1 ve gereksiz tedavilerin oniine ge¢ilmesi hedeflenmektedir.
MiRNA'lar da bu hedef dogrultusunda, tizerinde gokga calisilan biyobelirteg adaylari
arasinda giiglii sekilde yerini almaktadir. MiRNA'larin PKa tanisinin yani sira
prognozun tahmin edilmesi, evreleme ve tedavinin takibi siireglerinde de etkinligi

tizerinde arastirmalar biitiin hizi ile devam etmektedir.

2.7. MikroRNA'lar

Insanlarda yapilan genomik calismalar gdstermistir ki insan genomunun yalnizca
%1'i protein kodlayan genlerden olusmaktadir. Oysa genomun yaklasik %85'i
transkribe olmaktadir. Bu demek oluyor ki genomun biiyiik ¢ogunlugu RNA'ya
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transkribe edilmekte, ancak bu RNA'lardan protein kodlamas1 yapilmamaktadir. Protein
kodlamayan bu RNA molekiillleri genel olarak "noncoding RNA" (ncRNA) olarak
isimlendirilmistir. ncRNA'lar biiyiikliiklerine gore iki alt grupta siniflandirilmaktadir.
200 baz ciftinden kiiciik olanlar "small noncoding RNA", 200 baz ciftinden biiyiik
olanlar ise "long noncoding RNA" olarak adlandirilmaktadir. 200 bp'den kiiciik olan
RNA'lar; short nuclear RNA (snRNA), small nucleolar RNA (snoRNA) ve mikroRNA
(miRNA) olarak siniflandirilmaktadir. Bu grupta bulunan miRNA'lar, iizerinde en gok
calisma yapilan ncRNA'lardir (Malik ve Feng, 2016; Klinge, 2018).

MikroRNA'lar memeliler, mantarlar ve bitkiler gibi Okaryotik canlilarin
tamaminda bulunan ve genomik olarak kodlanan, yaklasik 19-25 niikleotid
uzunlugundaki RNA molekiilleridir. Ilk kesfedilen miRNA, 1993 yilinda Lee vd.
tarafindan tanimlanan lin-4'tiir ve bir nematod olan Caenorhabditis elegans larvalarinin
gelisimsel zamanlamasinin diizenlenmesinde gorevli aldigr bildirilmistir. 2000 yilinda
Pasquinelli vd. tarafindan, yine C.elegans larvalarinda gelisme donemlerinin degisimi
sirasinda ikinci miRNA olan let-7 kesfedilmistir. Bundan sonra miRNA'larin, i¢erisinde
insanlarin da bulundugu diger tiirlerde de varligi gésterilmis ve bu kesif son 20 yilda
bilim diinyasini heyecanlandiran en 6nemli gelismelerden biri olmustur. Simdiye kadar
insanlarda tanimlanmis olan ve mirbase veri tabaninda kayitli 1982 prekiirsor miRNA
ve 2694 olgun miRNA bulunmaktadir (Lee, vd., 1993; Pasquinelli, vd., 2000; Kavitha,
vd., 2015; mirbase 2018).

Komparatif genomik analizler gostermistir ki insanda transkribe edilen
mRNA'larin %601 miRNA i¢in baglanma bdolgesi tasimakta ve miRNA'lar tarafindan
yapilan diizenlemeye uygun durumdadirlar. Diger bir ifade ile insan genlerinin
ekspresyonu %60 oraninda miRNA'lar tarafindan kontrol edilmektedir. mMiRNA'lar
geleneksel olarak mRNA'nin 3'UTR (untranslated region) bolgesinde bulunan ve son
yillarda miRNA cevap elemani (miRNA response elment) olarak da adlandirilan
spesifik diziye baglanarak, embriyogenezden kansere kadar tiim biyolojik siireglerde

gorev almaktadirlar (Klinge, 2018).

2.7.1. MikroRNA genlerinin genomik yerlesimi
MikroRNA genleri, tipki protein kodlayan genler gibi kromozomlarda
lokalizedirler. Ancak, miRNA genlerinin genomik olarak daha ¢esitli ve dinamik yapida

olduklar1 goriilmektedir. miRNA genlerinin protein kodlayan genlerden farkli sekilde
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organize olmalari, miRNA'larin biyogenezini ve fonksiyonlarini biiyiik olciide etkileyen

karakteristik ozellikler kazandirmaktadir. Birgok miRNA, kendi genlerinin birden fazla

kopyasindan transkribe edilebilir ya da aymi miRNA’y1 kodlayan genler farkli
kromozomlarda bulunabilirler. Ornegin; insan miR-26’smin 2, 3 ve 12. kromozomda

lokalize olan ii¢ paralogu bulunmaktadir (Wang, 2013).

Komsu miRNA genlerinin ayni dizide ve 10 kb'lik bir alanda yerlesmesi halinde
miRNA gen kiimesi olarak tanimlanmaktadir. miRNA genlerinin, tiirden tiire farklilik
gostermekle birlikte, belli bir kismi kromozomlar iizerinde gen kiimeleri seklinde
organize olmustur. Insanda tespit edilen miRNA'lardan 352 tanesi, 99 farkli gen
kiimesinden transkribe edilmektedir. Bu 99 gen kiimesinden 22'si ayn1 tohum dizisine
(seed sequences) sahip iken, 62 tanesi heterojen yapili tohum dizisine sahiptir. 15
miRNA gen kiimesinde ise benzer ve heterojen tohum dizileri bir arada bulunmaktadir
(Wang Y, vd., 2016). Bu gen kiimelerinden transkribe edilen mikroRNA'lar
prokaryotlardakine benzer sekilde polisistronik yapidadirlar. Ornegin; miR-17-92 gen
kiimesinde miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20, miR-19b ve miR-92a olmak iizere 6
farkli miRNA geni yer almaktadir. Bu miRNA'lardan tohum dizileri birbirinden farkl
yapida olanlarin, farkli mRNA'lar1 hedeflemesi miimkiin olabilmektedir (Olive, vd.,
2013).

miRNA genleri, intergenik (genler aras1) ve intragenik (gen i¢i) olmak lizere iki
sekilde (bkz. Sekil 2.4) genomda yerlesmis olarak bulunmaktadirlar.

A. Intergenik yerlesim: Bu tarz gen yerlesiminde, miRNA genleri protein kodlayan
genler arasinda yerlesmis ayri birer gen yapisi gosterirler. Monositronik olarak her
gen bir tane miRNA kodlayabilecegi gibi, polisistronik olarak birden fazla miRNA
tek gende de kodlanabilmektedir (Wang, 2013).

B. lintragenik yerlesim: Bu yerlesim tarzinda, miRNA genleri protein kodlayan ya da
uzun kodlanmayan RNA'lar1 (INcRNA) kodlayan genlerin i¢inde yer alirlar.

i. Intron ici genler: miRNA genlerinin protein kodlayan genlerin intronlarinda yer
almasim tanmmlar. Intron igerisinde yer alan genler, monositronik ya da
polisistronik olabilirler. Bu tip genler, transkripsiyon i¢in protein kodlayan genin
promotorunu kullanirlar. Boylece, protein sentezi icin MRNA transkribe edilirken,

intronlarda kodlanan miRNA’lar da transkribe edilmis olur.  Daha sonra
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“splicesome” asamasinda intronlar uzaklastirilirken, primer miRNA’da (pri-
miRNA) serbestlestirilmektedir (Olena ve Patton, 2010).

ii. Mirtron: Intronun tamaminin bir prekiirsér miRNA’y1 (pre-miRNA) kodlamasi
durumudur. Bu durumda, miRNA maturasyonu i¢in mikroislemci kompleks
(microprocessor complex) tarafindan yapilan kesimin gereksiz oldugu
diistiniilmektedir (Olena ve Patton, 2010).

iii. Ekson i¢i genler: Bu miRNA genleri bir kodlanmayan RNA’da intron ve eksonun

iist iste gelmesi halinde goriiliir (Wang, 2013).
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Sekil 2.4. MikroRNA genlerinin genomik organizasyonu, TBB: transkripsiyon baslama
bolgesi (Wang, 2013).

2.7.2. MikroRNA''larin biyogenezi ve fonksiyonu

miRNA'larin biyogenezi, miRNA geninden polisistronik ya da monosistronik
olarak, 5 sapka ve 3' poli A kuyrugu igeren yaklasik 1000 niikleotid uzunlugunda
primer miRNA transkriptinin (pri-miRNA) sentezlenmesi ile baglar. Bu transkripsiyonu
katalizleyen enzim tipik olarak RNA polimeraz II olsa da bazi prekiirsor miRNA'lar

(pre-miRNA) RNA polimeraz III tarafindan transkribe edilmektedir. Bu pri-miRNA,
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mikroiglemci kompleks adi verilen bir enzim kompleksi tarafindan yaklasik 60-70
niikleotid uzunlugunda pre-miRNA'y1r olusturmak {izere kesilir. ~ Mikroislemci
kompleks, ¢ift sarmalli RNaz III enzimi olan "drosha" ve ¢ift sarmalli RNA'ya (dSRNA)
baglanan yardimc faktor "DiGeorge syndrome critical region 8" (DGCRS8) proteininden
olugmaktadir. Drosha, iki adet RNaz III enzimi igerir ve bunlarin her biri kdk ilmik
yapisinin (stem loop) tabanina dogru dsRNA'nin bir sarmalin1 keserek, 60-70 niikleotid
uzunlugunda ve karakterisitik olarak sa¢ tokasi (hairpin) yapisindaki pre-miRNA'y1
serbestlestirir (Lin ve Gregory, 2015). Son zamanlarda Methyltransferase-like 3
(METTL3) enziminin pri-miRNA'y1 metilledigi kesfedilmistir. Bu metilasyonun pri-
miRNA'nin DGCRS8 tarafindan tanmmmasi icin gerekli oldugu ve miRNA'larin
biyogenezinde 6nemli bir agsamay teskil ettigi belirtilmistir (Peng ve Croce, 2016).

Kok (Stem) flmik (Loop)

Olgun (Mature) miRNA (-5p) Kok (Stem)*

m7G-

»

Drosha kesim bélgesi Olgun (Mature) miRNA (-3p) Dicer kesim holgesi
| Pre-miRNA |
Pri-miRNA

Sekil 2.5. MikroRNA'larin karakteristik yapisinin sematik olarak gosterimi (Jevsinek
Skok, vd., 2013'ten degistirilerek yeniden ¢izilmistir).

Niikleusta meydana gelen pre-miRNA, Ran-GTP bagimli tasiyici bir protein
olan" exportin 5" ile sitoplazmaya taginir. Pre-miRNA, "dicer" isimli bir diger RNaz III
aktiviteli enzim ile kok ilmigin yakimindan kesilerek, ¢ift sarmal yapih
miRNA:miRNA* dubleksini olusturulur. Dicer, "transactivation-responsive RNA-
binding protein" (TRBP) ile iliskilidir. Her ne kadar dicer tarafindan yapilan kesimde
TRBP olmas1 sart degilse de TRBP, ¢ift sarmal yapidaki RNA'ya baglanarak, dicer
tarafindan yapilan kesimin dogrulugunu artirmaktadir (Lin ve Gregory, 2015). Dicer,
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en komplike RNaz III enzimidir ve yapisinda DExD/H-box helikaz domaini, islevi tam
olarak bilinmeyen bir domain (DUF283), bir PAZ (Piwi Argonaute Zwille) domaini, iki
adet RNase Il domaini (RNase Illa and I11b) ve bir ¢ift zincirli RNA baglayici domaini
(dsRBD) yapisinda barindirir (Lau, vd., 2012).
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Sekil 2.6. MikroRNA'larin biyogenezi ve etki mekanizmasi (Peng ve Croce, 2016).

Dicer tarafindan yapilan kesim sonucu olusan ¢ift zincirli miRNA:miRNA*
dubleksi hem olgun (mature) ya da kilavuz (guide) miRNA olarak isimlendirilen
parcayt hem de komplementer ya da yolcu (passenger) miRNA olarak isimlendirilen
pargay1 igerir. Bu ¢ift zincirli miRNA dubleksi, RNA ile indiiklenebilir susturucu
kompleks (RNA inducible silencing complex, RISC) adi verilen protein kompleksine
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aktarilir. Bu aktarim sirasinda TRBP'nin dicer ile RISC yapisinda bulunan argonaute
proteinler (AGO1, AGO2, AGO3 ya da AGO4) arasinda fiziksel bir koprii vazifesi
gordiigi belirtilmektedir. RISC yapisinda bulunan argonuate proteinler tarafindan
miRNA zincirlerinden biri secilir ve kilavuz gorevini iistlenecek olgun miRNA'yi
olusturur. Diger komplementer zincir ise degrade olur. Kilavuz olarak secilecek
miRNA  zincirinin  belirlenmesinde  miRNA dubleksinin  iki ucunun goreceli
termodinamik stabilitesinin etkili oldugu ve 5' terminal niikleotidleri daha az stabil olan
zincirin olgun miRNA olarak segildigi belirtilmektedir. RISC ve kilavuz vazifesi géren
olgun miRNA, birlikte miRISC olarak adlandirilir (Lin ve Gregory, 2015; Kim, vd.,
2016).

miRISC yapisinda AGO proteinlerinden biri ve GW182/TNRC6 (trinucleotide
repeat containing 6 protein) proteini bulunur. miRISC, yapisinda yer alan olgun
miRNA'nin kilavuzlugunda mRNA'nin 3'UTR'sinde yer alan ve son yayinlarda miRNA
cevap elamani olarak adlandirilan yaklagik 6-8 niikleotidlik diziyi (tohum dizisi)
tantyarak, buraya baglanir. miRISC'in  mRNA'ya baglandigi  dizideki
komplementerligin derecesine gore ya mRNA'nin translasyonu inhibe olur ya da mRNA
degrade olur. Bu mekanizma ile olgun miRNA'lar protein sentezinin negatif
diizenleyicisi olarak fonksiyon gérmiis olurlar (Hata ve Kashima 2016).

Yapilan caligmalarda bazi komplementer miRNA'larin da islevsel oldugu ve
translasyonun diizenlenmesinde gorev alabilecegi bildirilmektedir. miRanda programi
ile yapilan tahminlerde ayni pre-miRNA'dan koken alan her iki miRNA zincirinin
benzer sayida geni hedeflemesinin miimkiin oldugu ve olgun miRNA seciminin
miRNA'nin ortaya ¢ikaracagi fonksiyonel etkiyi degistirebilecegi bildirilmektedir.
Ancak bu konu, bugiine kadar tam olarak aydinlatilabilmis degildir (Marco, vd., 2012).

Yapilan baz1 ¢alismalarda olgun miRNA'min mRNA'min 3'UTR'sinin yani sira
5'UTR ya da agik okuma penceresine (ORF) baglandigi yoniinde de bilgiler ifade
edilmistir.  Ilging olarak miRNA'min mRNA'daki 5'UTR kismina baglanmasinin
translasyonun aktive olmasina neden oldugu bildirilmistir. Ancak, mRNA'nin ORF
bolgesi ya da 5'UTR'sinde bagli bulunan miRNA'nin, translasyon sirasinda ribozom
tarafindan kaldirilacagi ya da koparilacag: diislincesi nedeniyle bu goriis genel kabul

gérmemistir (Oliveto, vd., 2017).
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2.7.3. MikroRNA'lar ve kanser

Kanser, kendine has bazi hiicresel asamalar1 i¢ceren, ¢ok bilesenli bir hastaliktir.
Kanser hiicrelerinin ge¢irdigi bu asamalara baktigimizda, proliferasyon yoniinde
uyarilma, timor siipresor etkilerden kaginabilme, hiicre 6liimiine kars1 direng kazanma,
siirsiz boliinebilme yetenegi kazanma, anjiyogenezisin uyarilmasi, invazyon ve
metastaz yetenegi kazanma, bagisiklik sisteminin etkisinden kurtulabilme gibi farkli
hiicresel ozellikleri igerdigini goriiriz. miRNA'larin, kanserle iligkili bu hiicresel
ozelliklerin neredeyse tamaminda rol oynadiklari cesitli ¢alismalarda gosterilmistir
(Detassis, vd., 2017). Bu hiicresel siireglerde miRNA'larin etkilerine yonelik yapilan
calismalardan bazi1 6rnekler asagida verilmistir.

Proliferasyon yoniinde uyarilma: miR-27a-3p'nin saglikli dokulara kiyasla
nazofarengeal kanserli dokularda artis gosterdigi ve nazofarengeal hiicre hatti olan 5-8F
hiicre hattinda, MAPKI10'n hedefleyerek, hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve
invazyonunu artirdigi gosterilmistir (Li ve Luo, 2017).

Tiimor siipresor etkilerden ka¢inabilme: miR-34a, 6nemli bir timor siipresor
olan p53 iizerinden etki gostermektedir. miR-34a'nin, P53 aktivasyonunun regiilatorii
olan "silent information regulator 1" (SIRT1) molekiiliinii hedefledigi gosterilmistir.
SIRTI’in miR-34a tarafindan inhibisyonu P53’lin asetilasyonunda ve P21 ile "p53
upregulated modulator of apoptosis" (PUMA) ekspresyonunda bir artisa neden olarak
hiicre dongiisiiniin durmasina ve nihayetinde apoptozise yol agmaktadir (Yamakuchi,
vd., 2008). Kanser hiicrelerinde ise miR-34a'nin downregiile oldugu gosterilmistir.
Asadi vd. tarafindan yapilan calismada saglik dokulara kiyasla o6zofagial kanserli
dokularda miR-34a'nin downregiile oldugu gosterilmistir (Asadi, vd., 2018).

Hiicre oliimiine kars1 diren¢ kazanma: Anti-apoptotik bir protein olan bcl-2
(B-Cell Chronic Lymphocytic Leukemia/Lymphoma 2) ekspresyonu, miR-15a ve miR-
16-1 tarafindan negatif yonde diizenlenmektedir. miR-15a ve miR-16-1, kronik
lenfositik 16semide genellikle downregiile olarak bulunmaktadir. Dahas1 miR-15a ve
MiR-16-1'in 16semi hiicre hattina disaridan transfekte edilmesi ile bcl-2'nin inhibe
oldugu ve hiicre hattinda apoptozisin aktive oldugu gosterilmistir (Cimmino, vd., 2005).

Sinirsiz boliinebilme yetenegi kazanma: PKa'li hastalarin doku ve serum
orneklerinde yapilan ¢alismada, miR-128'in hem serum hem de dokudaki seviyelerinin
saglikli doku ve seruma kiyasla diisiik oldugi gosterilmistir (Sun, vd., 2015). Guzman

vd. tarafindan yapilan bir diger ¢alismada ise miR-128'in telomeraz enziminin katalitik
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kism1 olan telomeraz revers transkriptaz1 (TERT) inhibe ettigi gosterilmistir.
Telomeraz, telomer stabilitesinin siirdiiriilmesi ve kanser hiicrelerinde sinirsiz ¢ogalma
kapasitesinin kazanilabilmesi i¢in gerekli olan bir enzimdir. miR-128 tarafindan TERT
enziminin inhbibisyonu, kanser hiicrelerinin sinirsiz ¢ogalma yeteneginin ve onkogenik
fenotipin inhibisyonu ile iligkilendirilmistir (Guzman, vd., 2018).

Anjiyogenezisin uyarilmasi: Vaskiiler endotelyal biiylime faktéri (VEGF),
kanserin progresyonu sirasinda anjiogenez ve metastaz siirecinde rolii olan bir
molekiildiir. Ghosh vd. tarafindan yapilan ¢aligmada, miR-199a-3p'nin hepatoselliiler
kanserli (HCC) dokularda downregiile oldugu tespit edilmistir. Ayni ¢alismada invitro
ortamda miR-199a-3p'nin deneysel olarak asir1 ekspresyonunun; VEGFA, VEGFR1,
VEGFR2, hepatosit biiyiime faktoric (HGF) ve matriks metalloproteinaz 2 (MMP2)
molekiilleri {lizerinden anjiogenezisi, invazyonu ve timor biiylimesini baskiladigi
gosterilmistir (Ghosh, vd., 2017).

Invazyon ve metastaz yetenegi kazanma: Kanser kaynakli oliimlerin temel
nedeni kanser hiicrelerinin invazyon ve metastaz yeteneklerinin olmasidir. Invazyon ve
metastaz siirecinde miRNA'larin rol oynadigi cesitli calismalarda gosterilmistir.
Ormnegin; Daugaard vd. tarafindan akciger adenokarsinomlu dokular iizerinde yapilan bir
calismada, miR-30a-3pmin azalmis ekspresyonu ve miR-210-3p'nin  artmis
ekspresyonunun, uzak metastaz ile onemli oOlglide iliskili oldugu gosterilmistir
(Daugaard, vd., 2017). Bir diger ¢alismada ise over kanseri hiicrelerinde miR-9'un e-
kaderin ekspresyonunu baskilayarak, mezenkimal belirtecler olan vimentin ve N-
kaderin ekspresyonunu artirdig1 belirtilmistir. Béylece, miR-9'un over kanserinde hiicre
migrasyonu ve invazyonla iliskili oldugu ifade edilmistir (Zhou, vd., 2017).

Bagisiklik sisteminin etkisinden kurtulabilme: miRNA'larin kanser hiicreleri
ile bagisiklik sistemi arasindaki iliskide rolii olup olmadigini Khorrami vd., tarafindan
MiR-146a 6rnegi lizerinden arastirilmistir. Bunun i¢in kolorektal kanser hiicre hatt1 ile
saglikli goniillillerden elde edilen periferal kan mononiikleer hiicreleri birlikte kiiltiire
edilmistir. Sonugta, kanser hiicrelerinde miR-146a'nin asir1 ekspresyonunun, immun
sistemi baskilayict 6zelliligi olan Treg hiicrelerinin (regulatory t cell) sayisinda artisa
neden oldugu ve aymi zamanda, anti-inflamatuvar sitokinlerden TGF-p ve IL-10

seviyelerinin de arttig1 bildirilmistir (Khorrami, vd., 2017).
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2.7.4. Dolasimdaki miRNA'lar, biyobelirte¢ olma ozellikleri ve tespit yontemleri

miRNA'larin dolasimda tespit edildigi ilk caligmalar 2008 yilinda Lawrie vd. ile
Mitchell vd. tarafindan yapilan ¢alismalardir. Lawrie vd. yaptiklar1 ¢alisma ile diffuz
biiyilk B hiicreli lenfomada miR-21’in serumda yiiksek diizeylerde bulundugunu
gostermiglerdir.  Mitchell vd. ise PKa'da miR-141'in serumdaki seviyelerinin arttigini
bildirmiglerdir. Ayni ¢alismada, miRNA'larin oda 1sisinda 24 saat inkiibasyon sonrasi
serumdaki seviyelerinin degismedigi, ¢oklu dondurma ve ¢6zdiirme reaksiyonlarina
kars1 direngli olduklar1 ve bu 6zellikleri nedeniyle stabil bir biyobelirteg¢ olabilecekleri
belirtilmistir (Lawrie, vd., 2008; Mitchell, vd., 2008).

miRNA'larin dolasimdaki varliklarinin tespiti ile birlikte, dolasimda yer alan
miRNA'larin kaynagi ve nasil dolasima gectikleri ayr1 bir ¢alisma konusu olmustur. Bu
konuda yapilan calismalarda, miRNA'larin baslica 4 sekilde dolagimda bulunduklari
sOylenebilir.  Bunlar; eksozom ya da mikrovezikiiller iginde, apoptotik cisimlerin
icinde, HDL gibi lipoproteinlerin iginde ve RISC’i olusturan proteinlerden biri olan
Ago-2 proteinle ya da niikleofosmin gibi bir proteinle birlikte dolasimda
bulunabildikleri gosterilmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda miRNA'larin sadece
kanda bulunmayip, idrar, siit, gdz yasi, tiikiiriikk, beyin omurilik sivisi, bronsial lavaj
sivisi, amniyon sivisi, peritoneal ve plevral sivida da yer aldiklar1 gosterilmistir

(Endzelins, vd., 2016).
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Sekil 2.7. Dolasimdaki miRNA'larin kaynaklart (Hamam, vd., 2017'den degistirilerek
alimmustir).
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Mevcut arastirmalar gostermektedir ki miRNA'lar sadece dolasimda pasif olarak
bulunmayip, ayni zamanda eksozomlar igerisinde ya da proteinlere bagli olarak
taginarak, hiicreler arasi iletisimde hormon benzeri bir sekilde endokrin etkilere sahip
olmasi muhtemel molekiillerdir (Cortez, vd., 2011).

miRNA'larin, uygun bir biyobelirtegte olmasi gereken stabiliteye sahip olup
olmadiklar1 ¢esitli ¢alismalarda degerlendirilmistir. Balzano vd. tarafindan yapilan
calismada sekiz miRNA'nin (miR-125b-5p, miR-425-5p, miR-200b-5p, miR-200c-3p,
miR-579-3p, miR-212-3p, mIiR-126-3p ve miR-21-5p) dondurulmus plazma
orneklerindeki stabiliteleri degerlendirilmistir. -80°C'de 6 ay ve 12 ay dondurulan
orneklerde miRNA seviyeleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit
edilmemistir. Ayni ¢alismada 3 yil siireyle dondurulan plazma Orneklerinde dahi
miRNA seviyelerinin degismedigi belirtilmistir. Yine ayni ¢alismada 4 yil, 10 y1l ve 11
yil siire ile dondurulmus orneklerde, sadece miR-126-3p seviyelerinin azaldig1 diger
miRNA seviyelerinin ise stabil olduklar1 belirlenmistir (Balzano, vd., 2015).

miRNA'larin dondurularak uzun siire saklanabilme 6zelliklerinin yan1 sira viicut
sivilarinda bulunan RNazlara da direncli olduklar1 bildirilmistir. RNaz'lara direngli
olmalari, dolasimda proteinlere bagl halde bulunmalar1 ya da lipid yapili vezikiiller
igerisinde yer almalart ile iliskilendirilmistir. miRNA'lar ayn1 zamanda yiiksek ve
diisik pH seviyelerine de direnclidirler. Yapilan calismalarda miRNA'larin her iki
cinsiyette de benzer diizeylerde dolasimda yer aldiklari, yasa gore de dolasimdaki
seviyelerinin degisiklik gostermedigi belirtilmistir. Biitiin bu 6zellikleri, miRNA'larin
stabil bir biyobelirteg olarak kullanilabilecekleri yoniindeki diistinceyi desteklemistir
(Allegra, vd., 2012).

miRNA'lar ¢esitli viicut sivilarindan kolayca tespit edilebiliyor olmalari,
yukarida bahsedilen biyobelirteg olma ozelliklerini  destekler mahiyettedir.
miRNA'larin dolagimdaki seviyeleri, Kkantitatif RT-PCR, mikroarray ve yeni nesil
dizileme (next generation sequencing) teknikleri ile belirlenebilmektedir. Kantitatif real
time PCR, miRNA tespitinde kullanilan sensitif bir yontemdir ve ¢ok kiiciik miktarlarda
ornek kullanilarak, miRNA seviyelerinin belirlenebilmesine izin verir. Mikroarray
platformu, miRNA'y1 tespit etmek i¢in alternatif bir yontemdir. Bu ydntemin avantaji,
cok sayida dolasimdaki miRNA'y1 eszamanli olarak tespit etme kabiliyetidir. Yeni nesil
dizileme teknigi temelinde derin dizi analizi (deep sequencing) yOnteminin

kullanilmasiyla, yeni miRNA’larin tespit edilmesinde keskin artiglar yasanmistir. Bu
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teknik, bilinen ya da bilinmeyen bir cok miRNA'y1 tespit edebilmektedir. En 6nemli
dezavantaji, bliylik miktarda baslangic materyali gerektirmesi ve ancak kompleks
biyoinformatik araglarla analiz edilebilecek bol miktarda veri ortaya c¢ikarmasidir
(Hamam, vd., 2017).

Bahsedilen yontemlere ilaveten, elektrokimyasal bir yontem kullanarak, PCR
kullanmaksizin, hizl1 ve basit bir sekilde dolasimdaki miRNA'larin tespit edilebildigi
belirtilen bir yontem tanimlanmistir (Lusi, vd., 2009). Ayrica son yillarda, dijital
molekiiler barkod teknolojisinin kullanildigi "NanoString nCounter" teknolojisi ile
miRNA'larin amplifiye etmeye gerek kalmaksizin diizeylerinin belirlenebilecegi bir
yontem gelistirilmistir (Wang H, vd., 2016). Ayrica dijital PCR olarak tanimlanan bir
teknik ile kiigiik miktarlardaki miRNA seviyeleri, herhangi bir endojen ya da eksojen
kontrol kullanmaksizin sayisal olarak belirlenebilmektedir. Bu yontemin analitik
duyarlilig1 ve tekrarlanabilirliginin geleneksel qRT-PCR uygulamalarina gore daha iyi
oldugu bildirilmektedir (Ma, vd., 2013).

Dolasimdaki miRNA'larin 6lgiimiinde en 6nemli asamalardan birisi, qRT-PCR
ile elde edilen Ct (threshold cycle) degerlerinin normalizasyonudur. Normalizasyon
icin kullanilan endojen ve eksojen kontroller hakkinda, literatiirde farkli goriisler
bulunmaktadir. PKa'da dolasimdaki miRNA'larin normalizasyonu i¢in kullanilmak
izere validasyonu yapilmig bir referans kontrol bulunmamaktadir.  Sanders vd.
tarafindan yapilan ¢alismada SNORDA43'lin iiriner sistem malignitelerinde dolagimdaki
miRNA'larin normalizasyonu i¢in uygun bir endojen kontrol oldugu ifade edilmistir.
Ayni ¢alismada RNUG6-2, RNU1-4, miR-106a, let-7a ve SNORDA48'in stabilitelerininde
yiiksek oldugu ve kontrol olarak kullanilabilecegi bildirilmistir. Schaefer vd. ise PKa
dokusunda yapilacak ¢aligmalarda miR-130b ya da miR-130b ve RNUG6-2'nin geometrik
ortalamasinin normalizasyon i¢in kullanilmasini 6nermislerdir. Endojen kontrollerin
kullanilarak miRNA'larin kantifikasyonlarindaki net olmayan durum ve hemoliz gibi
faktorlerden etkilenebiliyor olmalart nedeniyle, eksojen kontrol kullanimi onerilmistir.
Eksojen kontrol olarak, C. Elegans miR-39 (ce-miR-39), ce-miR-54, ce-miR-238 ve
Arabidopsis thaliana miR-159a (ath-miR-159a) sentetik miRNA'larinin fenolik fazda
numunelere ilave edilerek kullanilmasi 6nerilmistir. Daha sonra eksojen kontroller
arasinda yapilan cesitli calismalarda en ideal normalizasyonun ce-miR-39 ile yapilan
normalizasyon oldugu ifade edilmistir (Sanders, vd., 2012; Schaefer, vd., 2010; Filella
ve Foj, 2017).
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2.7.5. MikroRNA'lar ve prostat kanseri

MikroRNA’lar hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve apoptoz gibi siireglerde rol
oynamaktadir.  Bu nedenle miRNA’lar ile kanser arasinda iliski olabilecegi
disiindiirmiistiir.  Bu diisiinceden hareketle yapilan caligmalarda miRNA’lardaki
ekspresyon degisikliklerinin bir¢ok kanser tiiriiniin baslangici ve prognozu ile iliskili
oldugunun belirlenmesi ve miRNA genlerinin yaklasik yarisinin kanserle iligkili gen
bolgelerinde bulundugunun gosterilmesi ile kanserle iliskili biyolojik siireclerde,
mMIRNA’larin onkogenik ve timor siipresor olarak islev gorebilecegi kesfedilmistir.
Kanserde upregiile olarak tespit edilen miRNA'lar onkogenik olarak siniflandirilirken,
downregiile  olarak  tespit edilen miRNA’lar  tiimoér  siipresér  olarak
siiflandirilmaktadirlar (Pang, vd., 2010).

Kanser ve miRNA'lar arasindaki iligski ilk olarak 2002 yilinda Calin vd.
tarafindan yapilan ¢alisma ile ortaya konulmustur. Bu g¢alismada, KLL hastalarinda
miR-15a ve miR-16-1"in downregiilasyonu gosterilmistir (Calin, vd.,2002). Bu
caligmadan sonra PKa ve diger kanser tiirlerinde miRNA ekspresyon seviyelerindeki
degisiklikler, hiicre proliferasyonu, farklilasma ve progresyon gibi bir ¢ok siirecte
gosterilmistir. 1lk baslar1 daha ¢ok hiicre hatlar1 ve PKa dokulari iizerinde miRNA'larin
PKa gelisiminde ve ilerlemesindeki rolleri arastirilmistir.  Daha sonralari ise
miRNA'larin PKA'l1 dokularda biyobelirteg olarak rolleri ve nihayetinde kan , idrar ve
prostatik sekresyon gibi Orneklerdeki seviyelerinin; PKa'min agresifligi, evreleme,
prognoz tahmini, metastazin belirlenmesi ve tedavi siireclerinde hedef molekiil olma
ozellikleri gibi konular tizerindeki ¢alismalar yogunluk kazanmistir.

Lewis vd. tarafindan yapilan caligmada miR-888'in PKa metastatik hiicre
hattinda (PC3-ML) non-invaziv hiicre hattina (PC3-N) kiyasla asir1 eksprese edildigi
gosterilmistir. Ayn1 zamanda miR-888 ozellikle seminal vezikiil invazyonu olan PKa
hastalarindan alinan tiimor Orneklerinde de yiiksek diizeyde tespit edilmistir. Bu
caligmada miR-888'in timdr siipresor proteinler olan "retinoblastoma-like 1" (RBL1) ve
SMAD4 ekspresyonunu baskilayarak, PKa'nin ilerlemesine katki sagladigi bildirilmistir
(Lewis, vd., 2014).

Liu vd. PKa hiicre hattinda yaptiklart ¢alismada, miR-21’in DU145 hiicre hattina
transfeksiyonu ile saglanan asir1 ekspresyonunun, PTEN’i hedefleyerek kanser
gelisimini indiikledigi, Akt (diger ad1 Protein Kinaz B) ve hiicre dis1 sinyal diizenleyici

kinaz 1/2 (ERK1/2) yolu aktivasyonu ile hipoksiyle uyarilabilir faktér 1a (HIFla) ve
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vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ekspresyonunu artirdigini ve anjiogenezde
onemli bir rol oynadigini bildirmislerdir (Liu, vd., 2011). Li vd. tarafindan yapilan bir
diger ¢alismada ise anti-miR-21 oligoniikleotidi verilen PKa hiicre hatlarinda, hiicre
proliferasyonunda bir degisim gdzlenmemis ancak, hiicre motilitesi ve invazyon
kabiliyetinde azalma g6zlenmistir. Bu ¢alismada, hiicre motilitesinde anahtar role sahip
"myristoylated alanine-rich protein kinase ¢ substrate" (MARCKS)’in miR-21’in
hedeflerinden biri oldugu gosterilmistir (Li, vd., 2009).

miRNA'larin PKa'li doku orneklerindeki seviyelerini belirlemeye yonelik ilk
calisma, 2006 yilinda Volinia vd. tarafindan yapilmistir. Mikroarrray temelinde yapilan
bu caligmada, 56 adet PKa'li dokuyu da iceren 363 primer tiimor dokusu ve 177
normal doku 6rnegi tizerinde 228 miRNA'nin diizeyleri arastirilmistir. PKa'li dokularda
39 miRNA (let-7d, let-7i, miR-101-1 prec, -106a, -124a-1, -135-2, -146, -148, -16-1, -
17-5p, -181b-1, -181b-1 prec, -184 prec, -187, -191, -195, -196-1, -196-1, -197, -198, -
199a-1, -199a-2, -203, -206, -20a, -21, -214, -223, -25, -26a-1, -27a, -29a, -29b-2, -30c,
-32, -34a, -92-2, -93-1, -95) upregiile olarak tespit edilirken, 6 miRNA (let-7a-2 prec,
miR-128a prec, -218-2, -29a prec, -149, -24-1) downregiile olarak tespit edilmistir
(Volinia, vd., 2006).

Porkka vd. tarafindan yapilan dokuz PKa'li doku ve dort BPH'1 doku 6rnegi
tizerinde 319 miRNA'nin degerlendirildigi bir ¢aligmada ise 22 miRNA'nin (let-7a, let-
7b, let-7c, let-7d, let-7g, miR-16, -23a, 23b, 263, -92, 99a, -103, -125a, 125b, -143, -
145, -195, -199a, -199a*, -221, -222, -497) PKa o6rneklerinde downregiile oldugu, 8
miRNA'nin (miR-202, -210, -296, -320, -370, -373*, -498, -503) upregiile oldugu
bildirilmistir (Porkka, vd., 2007).

Daha yakin zamanlarda Carlsson vd. tarafindan 20 PKa hastasindan alinan
kanserli doku ve komsu normal dokular iizerinde yapilan ¢aligmada mikroarray teknigi
ile 667 miRNA seviyesi arastirilmistir. Bu calismada 9 miRNA'nin (miR-126, -34a, -
622, -195, -26a, -30d, -29a, -425, -342-3p) tutarl bir sekilde kanserli doku ve komsu
normal dokular arasinda farkli oldugu belirlenmistir. Ayni zamanda kanserli doku
orneklerinde belirlenen bu dokuz miRNA profilinin gleason skoru ile de uyumlu oldugu
belirtilmistir (Carlsson, vd., 2011).

Farkli etnik kokene sahip hasta grubunun da degerlendirildigi, PKa dokusu ve
idrar Ornekleri tlizerinde yapilan bir calismada, 377 adet miRNA'nin seviyeleri

mikroarray teknigi ile degerlendirilmis, degisim tespit edilen miRNA'lar qRT-PCR ile
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dogrulanmistir. Bu ¢alismada miR-205, miR-214, miR-221 ve miR-99b'nin PKa'li doku
orneklerinde, komsu normal dokulara kiyasla 6nemli diizeyde downregiile oldugu
gosterilmistir.  Aymi ¢alismada, miR-99b'min Afrika kokenli Amerikalilar'dan alinan
PKa'li dokularda, Beyaz Amerikalilar'dan alinanlara kiyasla daha fazla oranda
downregiile oldugu bildirilmistir. Idrar 6rneklerinde yapilan calismada ise miR-205
(AUC=0.708) ve miR-214'in (AUC=0.743) PKa'li hastalar1 saglikli kisilerden ayirt
edebilecegi bildirilmistir (Srivastava, vd., 2013).

Dolagimda yer alan miRNA'larin 2008 yilinda ilk olarak tespit edilmesinden
sonra miRNA'larin PKa'nin tanisi, prognozu ve progresyonunun belirlenmesinde
biyobelirteg olarak performanslarinin degerlendirildigi calismalar yapilmistir.  Bu
caligmalarda 74 adet miRNA PKa'da biyobelirteg olarak aday gosterilmis, bunlardan
25' igin ise birden fazla ¢alismada uyumlu sonuglar elde edilmistir (Filella ve Foj,
2017).

Chen vd. ilk 6nce 25 PKa'li hasta ve 17 BPH'li hastanin plazma &rneklerinde
mikroarray teknigi ile 1146 adet miRNA'nin seviyelerini arastirmislardir. PKa ile BPH
arasinda farklilik gézlemlenen miRNA'lar, ayn1 hasta ornekleri {izerinde qRT-PCR
teknigi ile ¢alisilmistir. En sonunda 80 PKa, 44 BPH ve 54 saglikli kontrolden olusan
hasta plazmalarinda qRT-PCR ile dogrulama ¢alismasi yapmislardir. Calisma sonunda,
5 miRNA'dan olusan bir panelin (miR-622, miR-1285, let-7e, let-7c ve miR-30c) PKa'l
hasta grubunu BPH'dan ayirmadaki AUC degerini 0.924 ve saglikli kontrollerden
ayirmadaki AUC degerini ise 0.860 olarak hesaplamislardir. Bu miRNA'larin PKa'y1
saglikli kontrollerden ayirmadaki ayr1 ayri sensitivite ve spesifisiteleri sirasiyla; let-7¢
icin %68.5 ve %70, let-7e i¢in %77.8 ve %75, miR-30c i¢in %79.6 ve %68.8, miR-622
icin %90 ve %63, MiR-1285 i¢in %61.3 ve %57.4 olarak bildirilmistir (Chen, vd.,
2012).

Moltzahn vd. CAPRA skoruna gore diisiik, orta ve yiiksek riskli gruplara ayrilan
36 PKa ve 12 saglikli géniilliiniin serumunda, multiplex qRT-PCR kullanarak yaptiklari
calismada, 10 miRNA diizeyinde farklilik tespit etmislerdir. Bu miRNA'lardan 4 tanesi
(miR- 223, -26b, -30c ve -24) PKa'da downregiile iken, 6 tanesi (miR-20b, -874, -
1274a, -1207-5p, -93 ve -106a) ise upregiile olarak belirlenmistir. ROC analizi ile
miRNA’larin PKa'nin ayrimindaki tanisal performanslari degerlendirildiginde; miR-
106a, -223, -1207, -24, -93, -874 ve -1274 i¢in AUC sirastyla 0.928, 0.876, 0.812,
0.778, 0.907, 0.845 ve 0.928 olarak tespit edilmistir (Moltzahn, vd., 2011).
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Dolasimda yer alan miRNA'larin belirlenmesine yonelik yapilan ¢aligmalardan
biri de Nguyen vd. tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada, 28 adet diisiik riskli lokalize
PKa'li, 30 adet yiiksek riskli PKa'li ve 26 adet metastatik ve kastrasyona direngli PKa'l1
hastadan alinan serum oOrnekleri ilizerinde yapilmistir. Mikroarray teknigi ile 669
miRNA'nin diizeyi arastirilmis ve gruplar arasi farklilik tespit edilen miRNA'lar qRT-
PCR ile kantifiye edilmistir. Sonug¢ta, miR-375, miR-141 ve miR-378* diizeyleri
metastatik kastrasyona direngli PKa grubunda, diistik riskli lokalize PKa'l: gruba kiyasla
upregiile olarak tespit edilmis iken, miR-409-3p diizeyleri downregiile olarak tespit
edilmistir (Nguyen, vd., 2013).

Cochetti vd. literatiirde yer alan ¢alismalarda tespit edilmis olan bazi miRNA'lar1
(let-7c, let-7e, let-7i, miR-26a-5p, miR-26b-5p, miR-24-3p, miR-23b-3p, miR-27b-3p,
miR-106a-5p, miR-20b-5p, miR-18b-5p, MiR-19b-2-5p, miR-363-3p, MiR-497, miR-
195, miR-25-3p, miR-30c-5p, miR-622, miR-874-3p, miR-346 ve miR-940) secerek, bu
miRNA'larim 64 PKa'li hasta ve 60 BPH'l1 hastanin serumundaki seviyelerini gRT-PCR
ile arastirmislardir. Calismanin sonucunda let-7c, let-7e, let-7i, miR-26a-5p, miR-26b-
5p, MiR-18b-5p ve mIR-25-3p'nin serumdaki ekspresyon seviyelerinin BPH'l1 hasta
grubuna kiyasla PKa'li hastalarda downregiile oldugunu goézlemlemislerdir. Bunlar
igerisinde en yiiksek spesifisitenin %93.75 ile miR-18b-5p i¢in hesaplandigi, en yiiksek
sensitivitenin ise %38.46 ile miR-25-3p i¢in hesaplandigimni bildirmiglerdir. Ayrica
miR-25-3p ve miR-18-5p'nin kombinasyonunun sensitivitesinin yaklasik 5 puan artarak
%44.44 oldugunu bildirmislerdir (Cochetti, vd., 2016).

Konu ile ile ilgili son yillarda yapilan bir diger caligma Kachakova vd.
tarafindan gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada let-7c, miR-30c, miR-141 ve miR-375'in
ekspresyon seviyeleri; 59 PKa'li hasta, 16 BPH'li hasta ve 11 asemptomatik geng
erkekten (ortalama yas 27) olusan kontrol grubundan aliman plazma orneklerinde
Ol¢iilmiistiir. Bu ¢alismada PKa'da BPH grubuna kiyasla en fazla downregiilasyon miR-
375'te izlenmistir. miR-375'in PKa'yt BPH'tan ayirmadaki tanisal dogrulugu %383.5
olarak hesaplanmistir. Bu dért miRNA'nin kombinasyonunun AUC degeri ise 0.877
olarak hesaplanmistir (Kachakova, vd., 2015).



Tablo 2.7. Prostat kanserinin ayrici tanisinda dolasimda tespit edilen miRNA'lar (Filella ve Foj, 2017'den degistirilerek alinmistir).

Normalize

Kaynak Calhismaya katilan hasta sayis1 Artan miRNA Azalan miRNA Metot edici Ornek
Mitchell ce-miR-39
! 25 metastatik PKa, 25 saglikli kontrol miR-141 - gRT-PCR ce-miR-54 Serum
vd., 2008 .
ce-miR-238
PK'da saglikli gruba kiyasla: miR-874, - , -
Moltzahn, 12 diisiik riskli PKa, 12 orta riskli PKa, 1274a, -1207-5p, -93 ve -106a Efg?a?arili‘glfzgguba Multipleks o serum
vd., 2011 12 yiiksek riskli PKa, 12 saglikli erkek Yiiksek riskli grupta saglikli gruba kiyasla: yasia. ! gRT-PCR
MiR-451 -26b, -30c ve -24
Zhang, 20 lokalize PKa, 20 androjen bagilmli PKa, .
vd. 2011 10 hormona direncli PKa ve 6 BPH miR-21 - GRT-PCR ~ RNU6 serum
@?ag%'l“l' 51 PKa (20 metastatik), 20 saglikli kontrol miR-21 ve -221 - gRT-PCR  RNULA Plazma
Mahn, 37 lokalize PKa, 8 metastatik PKa, 18 BPH, PKa'da BPH'a kiyasla: .
vd, 2011 20 saglikli kontrol miR-26a, -195 ve let7i - GRT-PCR ce-miR-39 serum
Brase Tarama: 14 lokalize PKa ve 7 metastatik PKa Mikroarra ce-miR-39
vd 2611 1. Dogrulama: 45 PKa 2. Dogrulama: 71 PKa (42 miR-375, -9%, -141, -200b ve -516a-3p - RT-PCRy ce-miR-54 Serum
"’ N1 ile 23 NO; 29 gleason >8 ile 42 gleason 7) q ce-miR-238
Shen, 82 PKa (D'Amico skoruna gore 38 diisiik risk, Yiiksek ve orta risk skorunda diisiik risk ) RT-PCR Standart egri Plazma
vd., 2012 27 orta risk, 17 yiiksek risk) skoruna kiyasla: miR-21 ve -145 g ile kantitatif
Selth, 25 metastatik kastrasyona direngli PKa, . .
vd., 2012 25 saghkli kontrol miR-141, -298 ve -375 - gRT-PCR ce-miR-39 Serum
Plazma
Brvant. vd 1. calisma: 78 PK, 28 saglikli erkek miR-107, -130b, -141, -2110, -301a, Mikroarrra ve
20{2 "7 2. caligma: 119 radikal prostatektomi sonrasi PKa -326, -331-3p, -432, -484, -574-3p ve miR-181a-2* RT-PCRy ce-miR-39 Serum
(72 rekiirrens olmayan, 47 metastazi olan) -625 q (Mikro
vezikiil)
Tarama: 17 BPH ve 25 PKa .
Chen N . . . let-7e, let-7c ve Mikroarrray
vd., 2012 Eoorﬁﬂama : 44 BPH, 80 PKa, 54 saglikli miR-622 ve -1285 miR-30c qRT-PCR RNU6 Plazma
33?‘1265?2 24 PKa, 48 diger kanser, 48 saglikli kontrol ; ; gRT-PCR ge,\'lg:slsi% Serum
Nguyen, 28 diisiik riskli PKa, 30 yiiksek riskli PKa, Metastatik PKa'da diisik riskli PKa'ya 1\145‘2?5;1“: I;Ii? d;l‘;‘fsuk Mikroarmay o Serum
vd., 2013 26 metastatik kastrasyona direngli PKa kiyasla: miR-375, -378*, -141 miR-409-3};) vasla: gRT-PCR
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Tablo 2.7. Prostat kanserinin ayrici tanisinda dolasimda tespit edilen miRNA'lar (Devam ediyor).

Normalize

Kaynak Calismaya katilan hasta sayis1 Artan miRNA Azalan miRNA Metot edici Ornek
Watahiki, 25 lokalize PKa, 25 metastatik kastrasyona Metastatlk_ N 1okaliZogeiey Metastatik ile lokalize Mikroarrray .
vd. 2013 direncli PKa kiyasla: miR-141, -375, -200c, -126, -  PKa kiyaslamast: RT-PCR miR-30e Plazma
g eng 21, -151-3p, -152 ve -423-3p miR-205 ve -16 g
Tarama: 25 metastatik kastrasyona direncli PKa, ce-miR-39
Cheng, vd., 25 yaslar1 benzer kontrol . Mikroarrray ~ ce-miR-54
2013 Dogrulama: 21 metastatik kastrasyona direngli MiR-141, -200a, -200c, -210, -375 i gqRT-PCR ve Serum
PKa, 20 yaslar1 benzer saglikli kontrol ce-miR-238
Sapre, N . - Mikroarrray ~ Geometrik
vd. 2014 37 disiik riskli PKa ve 33 yiiksek riskli PKa - - gRT-PCR ortalama Plazma
Srivastava, = Tarama: 12 PKa . Mikroarrray .
- R-25, -101, -628- R-22
vd., 2014  Dogrulama: 40 PKa ve 32 saglikli kontrol MiR-25, -101, -628-5p gRT-PCR ~ MIR-223 Serum
Arasgtirma: 48 diisiik riskli PKa, 48 gleason>7
Wang, PKa . Multipleks
R-19a, -19b - Ort Ct S
vd,, 2014  Dogrulama: 25 diisiik riskli PKa, 35 gleason>7 gRT-PCR ranca erum
PKa
U ' . 1IR- *
Haldrup, 13 BPH, 11 lokalize PKa, 9 lenf nodu ya da uzak PKada BPH'a kiyasla: miR-17*, Kullanima miR-320a
vd., 2014 metastazi olan, 11 kastrasyona direngli PKa -2000%, -210, -297, -375, -501-3p, - i hazir PCR UniSp3 Serum
g ‘ Y ¢ 551b ve -562 gRT-PCR P
RNA .
Huang X, Tarama: 23 ADT basarisiz olan PKa MiR-1290 ve -375 dizileme miR-30a-5p Plazma
vd., 2014 Takip eden ¢aligma: 100 ADT basarisiz olan PKa gRT-PCR miR-30e-5p eksozom
Westerman . RNU1-4
n. vd., 2014 54 PKa, 79 malign olmayan kontrol - - gRT-PCR SNORD43 Serum
. Radikal prostatektomi sonras1 progresyon . .
Singh, N . . . Tiim miRNA
vd. 2014 gosteren 31 PKa, progresyon gostermeyen 62 miR-125b ve -222 miR-103 gRT-PCR ortalamast Serum
PKa
Santos, Kastrasyona direngli PKa gelisimi Periferal
vd., 2014 45 PKa hastasi sirasinda: miR-7 ve -221 i ART-PCR RNU44 tam kan
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Tablo 2.7. Prostat kanserinin ayrici tanisinda dolasimda tespit edilen miRNA'lar (Devam ediyor).

Kaynak Calismaya katilan hasta sayis1 Artan miRNA Azalan miRNA Metot ': doignallze Ornek
Kotb, .
10 PKa, 10 BPH miR-21 ve -221 - gRT-PCR SNORD47 Serum
vd., 2014
Yiiksek riskli grupta diisiik
Mihelich, vd., 100 tedavi edilmemis PKa (50 diisiik risk, 50 riskli ve BPH'a kayasla: fet-72, Sp3, Spb
2015 iiksek risk). 50 BPH - miR-24, -26b, -30c, -93, -103, - gRT-PCR ce-miR-39 Serum
w : 1064, -107, -130b, -146a, -223 Total RNA
ve -451
Li, 8 metastatik PKa, 6 radikal prostatektomi . Ortalama Ct Serum
vd., 2015 uygulanmig PKa, 10 saglikli kontrol MIR-375, -21 ve -574 i GRT-PCR degerleri eksozom
Kelly, 75 PKa, 27 biyopsi sonucu negatif hasta MiR-141, -145 ve -155 let-7a RT.pcR  MiR-16 Tam kan
vd., 2015 <7 Blyop g ’ a MiR-425
Kachakova, ) PKa'da BPH'a kiyasla:
vd., 2015 59 PKa, 16 BPH, 11 asemptomatik geng erkek - MiR-375 gRT-PCR RNUG Plazma
Cochetti, vd., let-7c, let-7e, let-7i, miR-26a- miR-191-5p
2016 04 PKa, 60 BPH ] 5p,-26b-5p, -18b5pve -25-3p N TR miR-4255p o
Sharova, . . .
vd. 2016 36 PKa, 31 BPH miR-21, -106a ve -20a miR-223 gRT-PCR miR-24 Plazma
Wang J, vd., 149 PKa, 57 saglikli kontrol, 122 BPH ve diger .
2016 {irolojik hastaliklar MiR-410-5p - RT-PCR RNUG Serum
Souza, . . RNU6B
vd., 2017 102 PKa, 50 saglikli kontrol miR-200b ve -200c - gRT-PCR RNU4S Plazma
PKa'da BPH'a kiyasla
. plazmada: miR-375 Plazma
< >
Endzelins, 50 PKa (26 gleason <6 ve 24 gleason =8), 22 PKa'da BPH'a kiyasla hiicre - gRT-PCR UniSp6 Hiicre dis1
vd., 2017 BPH . o
dis1 vezikiillerde: vezikiil

miR-21-5p, -200c-3p

PKa: Prostat kanseri, BPH: Benign prostat hiperplazisi
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Tablo 2.7'de 6zetlendigi gibi 2008 yilindan bu yana serum ve plazma 6rnekleri
kullanilarak PKa'nin tani, prognoz ve progresyonunun tahmini i¢in miRNA'larin
biyobelirte¢ olarak kullanimlarina yonelik c¢esitli calismalar yapilmistir. Bu
caligmalarin yani sira idrar ve prostatik sekresyon orneklerinde bulunan miRNA'larin
biyobelirteg olarak  performanslarinin  degerlendirildigi  bazi  ¢alismalar da
yayinlanmustir.

Bryant vd. tarafindan 70 lokal PKa, 48 ileri evre kanser ve 17 saglikli kontrolden
alian idrar ornekleri iizerinde yapilan ¢alismada, se¢ilmis 5 miRNA'min (miR-107, -
574-3p, -375, -200b ve -141) seviyeleri arastirilmistir. Calisma sonucunda, miR-107 ve
miR-574-3p'nin idrardaki seviyelerinin PKa'li hasta 6rneklerinde saglikli goniilliilere
kiyasla 6nemli diizeyde daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Bu miRNA'larin
tanisal performansinin (miR-107 ve miR-574-3p i¢in AUC degerleri sirasiyla 0.74 ve
0.66) PCA 3'ten (AUC=0.61) daha iyi oldugu belirtilmistir (Bryant, vd., 2012).

Haj-Ahmad vd. tarafindan yapilan ¢alismada 8 PKa'li, 12 BPH'li ve 10 saglikli
goniilliiden alinan idrar 6rneklerinde, 894 miRNA'nin ekspresyon seviyeleri mikroarray
ile taranmig ve sonrasinda segilen 7 MIRNAmin PKa'daki tanisal yeterliligi
arasgtirllmigtir.  Bu calismada, miR-1825'in ekspresyon seviyeleri PKa'da saglikli
gontilliilere kiyasla upregiile olarak tespit edilirken, miR-484'{in ekspresyon seviyeleri
PKa ve BPH'ta saglikli goniillillere kiyasla downregiile olarak bulunmustur. miR-
1825'in PKa'y1 BPH'tan ayirmadaki sensitivite ve spesifisitesi sirasiyla %60 ve %69
olarak hesaplanmis iken, miR-484 i¢in sensitivite ve spesifisite sirastyla %80 ve %19
olarak belirlenmistir. Her iki miRNA'nin birlikte degerlendirilmesinin PKa ile BPH'in
ayrimindaki sensitivitesi %45, spesifisitesi ise % 75 olarak hesaplanmistir (Haj-Ahmad,
vd., 2014).

Guzel vd. tarafindan iilkemizde yapilan bir ¢alisma ise prostat sekresyonu
ornekleri lizerinde gerceklestirilmistir. PKa'li 23 hasta ve BPH'l1 25 hastadan prostat
masaji sonrasi prostat sekresyonu ornekleri alinmistir. Bu 6rneklerde yapilan analizde
BPH'a kiyasla PKa'da miR-361-3p, miR-133b ve miR-221 downregiile olarak tespit
edilirken, miR-203 upregiile olarak tespit edilmistir. Bu miRNA'larin kombinasyonun
PKa tanisindaki performans: (AUC=0.950) PSA'ya (AUC=0.463) kiyasla ¢cok daha
yiiksek tespit edilmistir (Guzel, vd., 2015).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Orneklerinin Elde Edilmesi

Calisma ornekleri, 2013 yilinda tamamlanan tipta uzmanlik tezinde kullanilan ve
daha sonra -80°C'de saklanan serumlardan olusturulmustur. Hasta serumlar1 2012-2013
yillar1 arasinda Ankara Digkap1 Yildirim Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Biyokimya Kliniginde tipta uzmanlik tez calismas1 kapsaminda, ayn1 hastanenin Uroloji
Klinigine basvuran ve PSA vyiiksekligi, AUSS ya da siipheli dijital rektal muayene
nedeniyle TRUS esliginde prostat igne biyopsisi yapilan hastalardan elde edilmistir.
Hastalar daha sonra biyopsi sonuclarina gore asagidaki 3 gruba ayrilmastir.

1. Benign Prostat Hiperplazisi Grubu (n=25)

2. Asemptomatik Prostatit Grubu (n=10)

3. Prostat Kanseri Grubu (n=33)

Biyopsi sonucuna gore sadece BPH tanisi alanlar BPH grubuna, BPH ile birlikte
KP tanisi alanlar KP grubuna ve adenokarsinom tanisi alanlar ise PKa grubuna dahil
edildi. PKa tanisi alan her hasta i¢in gleason skoru hesaplanmigtir. Daha 6nce bagka bir
kanser tanis1 almis olanlar, tedavi edilmis olsalar dahi calisma kapsami disinda
brrakilmastir.

Numune toplanmasi1 asamasinda hastalara aydinlatilmis onam formu
imzalatilmigtir.  Ayrica bu sunulan doktora tezi calismasi i¢in hasta Orneklerinin
kullanilmast noktasinda, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulundan onay alinmistir. Bu doktora tezi c¢alismasi, Bilecik Seyh Edebali
Universitesi Bilimsel ~Aragtirmalar1  Destekleme Komisyonunca maddi olarak

desteklenmistir.

3.2. Hastalardan Kan Orneklerinin Toplanmas: ve Biyopsi Yapilmasi

Uroloji Kliniginden prostat igne biyopsisi istemi yapilan hastalara, transrektal
ultrason esliginde 8-12 kadran biyopsi yapilarak formaldehit igerisinde patoloji
laboratuvarina gonderilmistir. Biyopsi sonucu en az iki patolog tarafindan
degerlendirilmistir.

Kan orneklerinin alinmasi ve saklanmasi asamasinda Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) 6nerileri dikkate alindi (Kiechle, vd., 2010). Hastalardan

kan alma islemi, biyopsi yapilmadan once deneyimli kan alma hemsirelerince
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gerceklestirildi ve antikoagiilan igermeyen kirmizi kapakli 8 mL’lik jelli tiipler
(VACUETTE®, SST) kullanildi. Her hastadan iki tiip kan alindi. Alinan numune
tiipleri en ge¢ iki saat icerisinde santrifiij edildi. Satrifiij islemi NF800 santrifiij
cihazinda (niive®), PSA icin 2500xg’de ve mikroRNA caligmasi i¢in 2100xg’de 10 dk
olarak uygulandi. PSA diizeyleri ayn1 giin 6lgiildii. MikroRNA calismasi i¢in elde
edilen serum, RNaz ve DNaz icermeyen 1.5 mL ependorf tiiplere (greiner bio-0one)

ayrilarak -80°C’de ¢alisma giiniine kadar saklandi.

3.3. Total PSA Olgiimlerinin Yapilmasi

Calismaya alinan hastalarin tamaminda total PSA Ol¢timleri yapildi. Total PSA
(Siemens, USA) ol¢iimleri hormon otoanalizoriinde (Advia Centaur® XP, Siemens,
Ireland) immiinkemiliiminesans yontem kullanilarak yapildi.

Advia Centaur PSA testi iki bolgeli sandvi¢ immiin testtir. Lite reaktifi igindeki
birinci antikor, akridinyum ile isaretlenmis poliklonal anti-PSA ke¢i antikorudur. Kati
faz icindeki ikinci antikor, paramanyetik partikiillere kovalent baglanmis bir
monoklonal fare anti-PSA antikorudur.

Sistem asagidaki adimlar1 otomatik olarak gerceklestirir.
Bir kiivet i¢ine 35 puL 6rnek aktarir.
250 pL kat1 faz ve 100 pL Lite reaktifi aktarir ve 37 °C’de 7.5 dk inkiibe eder.

Kiivetleri ayirir, aspire eder ve reaktif suyu ile yikar.

> w e

Kemiliiminesans reaksiyonu baglatmak i¢in 300’er pL asit reaktif ve baz reaktif
aktarir.

5. Bu sekilde 6rnekte meydana gelen kemiliiminesans kaynakli 1s1ma, detektorler
tarafindan rolatif 151k birimi (RLU) olarak saptanir. RLU ile PSA

konsantrasyonu arasinda dogrudan iliski vardir.

3.4. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in RNeasy MinElute spin kolon kiti (Qiagen) kullanilmigtir.
Ticari firma protokoliine uygun olarak RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. RNA
izolasyonu asamalar1 agagida maddeler halinde 6zetlenmistir.

1. Ornekler -80°C'den ¢ikarilarak, oda 1s1sinda ¢dziilmesi saglandi.

2. Ornekler ¢oziildiikten sonra vortekslendi.
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100 puL serum bir eppendorf tiipe aktarildi. Uzerine 500 pL QIAzol lizis
reaktifinden ilave edildi. Pipetle ¢ekip birakarak ve vorteksleyerek reaktif ile
serum Orneginin karismasi saglandi.

Lizati igeren tiip oda 1s1sinda (15-25°C) 5 dk kadar beklemeye birakildi.
miRNeasy Serum/Plasma Spike-In Control ¢alisma soliisyonundan (¢alisma
soliisyonunun hazirlanmasi Tablo 1'de gosterildi) 3,5 pL ilave edildi.

Lizat1 igeren tiipe 100 uL kloroform ilave edildi. Tiipiin kapag1 kapatilarak,
15 sn kadar vortekslendi. Daha sonra 3 dk kadar oda 1sisinda (15-25°C)
beklemeye birakildi.

Lizat1 igeren tiipler sogutmali santrifiije yerlestirilerek, +4°C'de 15 dk
boyunca 12.000xg'de santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi1 yaklasik olarak 300 pL kadar berrak olan iist faz dikkatli bir
sekilde pipetle alinarak, yeni bir toplama tlipiine aktarildi. Bu islem
sirasinda orta ve alt faza degmeden {ist fazin pipetlenmesine dikkat edildi.
Yeni bir tiipe aktarilan akdz fazin tizerine 450 pL %100 etanol ilave edildi
ve pipetle ¢ek birak yaparak, karistirildi.

Etanol ve o6rnek karisimindan 700 pL kadar pipetlenerek, 2 mL'lik tiipiin
icerisinde bulunan RNeasy MinElute spin kolona aktarildi. Tiiplin kapagi
kapatilarak 8000xg'de 15 sn boyunca oda 1sisinda santrifiij edildi. Santrifiij
sonras1 spin kolondan siiziilerek, tiipiin igerisinde biriken kisim atildi.
Dokuzuncu adimda olusturulan etanol ve 6rnek karisimindan kalan kisim
(yaklasik 50uL kadar) i¢in onuncu adim tekrar edildi.

Kolonun yikanmasi amaciyla spin kolon iizerine 700 pnL. RWT buffer ilave
edildi. Spin kolonun kapag1 kapatilarak, 8000xg'de 15 sn santrifiij edildi.
Alttaki tiipe siiziilen kisim atildu.

Kolonun yikanmasi amaciyla spin kolon iizerine 500 uL RPE buffer ilave
edildi. Spin kolonun kapagi kapatilarak, 8000xg'de 15 sn santrifiij edildi.
Alttaki tiipe stiziilen kisim atildu.

Spin kolon membraninin yikanmasi amaciyla 500 pL %80 etanol RNeasy
MinElute spin kolon iizerine ilave edildi. Spin kolonun kapagi kapatilarak,

8000xg'de 15 sn santrifiij edildi. Siiziilen kisim tiiple birlikte atild1.
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15. RNeasy MinElute spin kolon yeni bir 2 mL'lik tiipe alindi. Membranin
kurumasi amaciyla spin kolonun kapagi acik bir sekilde tam hizda 5 dk
boyunca santrifiij edildi. Alttaki tiipe siiziilen kisim tiiple birlikte atildi.

16. RNeasy MinElute spin kolon yeni bir 1,5 ml'lik tiipe alindi. 14 pLL RNaz
icermeyen su direkt olarak membranin merkezine ilave edildi. Kolonun
kapagi kapatilarak, 1 dk siireyle tam hizda santrifiij edildi. Boylelikle tiipiin
dibindeki kismin i¢inde RNA izole edilmis oldu.

3.5. Reverse Transkripsiyon ve cDNA Sentezi

cDNA sentezi asamasinda miScript II RT Kit (Qiagen) kullanildi. cDNA sentez

asamasina iliskin basamaklar maddeler halinde asagida siralanmugtur.

1. Calisma giinline kadar -20°C'de saklanan kit igerisinde bulunan miScript
Reverse Transcriptase Mix, 10x miScript Nucleics Mix, 5x miScript HiSpec
Buffer ve RNaz igermeyen su oda 1sisinda ¢oziildii.

2. Kit igerisinde bulunan 5x miScript HiFlex Buffer prekiirsor miRNA, mRNA,
ncRNA gibi RNA'lar i¢cin kullamildigindan, bizim c¢aligmamizda
kullanilmamis olup, onun yerine ticari firmanin onerisi dogrultusunda mature
miRNA i¢in dizayn edilen 5x miScript HiSpec Buffer kullanilmigtir.

3. Ticari firma protokoliiniin 6nerileri dogrultusunda, toplam hacim 20 pL
olacak sekilde bir reaksiyon karigimi hazirlandi. Reaksiyon bilesenlerinin

kullanim oranlar1 Tablo 3.1'de gdsterilmistir.

Tablo 3.1. cDNA sentezi igin reaksiyon bilesenleri ve oranlari.

Bilesen Hacim (1 6rneklik)  Hacim (24 6rneklik)
RNaz icermeyen su 8 uL 8x24=192 uL

5x miScript HiSpec Buffer 4 uL 4x24=96 uL

10x miScript Nucleics Mix 2 ul 2x24=48 uL
miScript Reverse Transcriptase Mix | 2 uL 2x24=48 uL

Toplam reaksiyon karisimi
) 16 pL 16x24=384 nL
(master mix)
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Hazirlanan reaksiyon karisimindan her bir 6rnek i¢in 16 pL ve izole edilen
RNA'y1 igeren Orneklerden (template RNA) 4 pL uygun tiipe aktarildi.
Dikkatlice karistirilip, kisa siireli santrifiij uygulandi.

37°C'de 60 dk termal cycler cihazinda inkiibasyona birakildi.

Reverse transkriptaz karigimini inaktive etmek i¢in 95 °C'de 5 dk inkiibe
edildi ve daha sonra tiipler buz iizerine alind1.

Sentez edilen cDNA'larin (20 nL) lizerine 200 uLL RNaz igermeyen su ilave
edilerek karistirildi.

Tiipler -20°C'ye kaldirilarak, qRT-PCR asamasina kadar saklandi.

3.6. miRNA'larin Gerg¢ek Zamanh Kantitatif PCR ile Amplifikasyonu

miRNA'larin amplifiye edilmesi ve diizeylerinin Slgiilmesi Agilent Aria MX

cihazinda

miScript SYBR® Green PCR Kit (Qiagen) kullanilarak ticari firma

protokolleri ¢ercevesinde gerceklestirilmistir. PCR asamasinda uygulanan protokoliin

basamaklar1 asagida maddeler halinde sunulmustur.

1. miRNA'larin amplifiye edilmesi ve diizeylerinin dl¢iilmesi Agilent Aria MX
cihazinda miScript SYBR® Green PCR Kit (Qiagen) kullanilarak ticari
firma protokolleri ¢ergevesinde gerceklestirilmistir.

2. Kitin igerisinde bulunan 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 10x
miScript Universal Primer, 10x miScript Primer Assay, RNase free water ve
bir onceki asamada drneklerden elde ettigimiz cDNA oda 1sisinda ¢oziildii.
Tablo 3.2'de yer alan reaksiyon bilesenleri ve oranlarina gore toplam hacim
25 uL olacak sekilde (6rnege ait cDNA dahil) reaksiyon karisimi hazirlandi.

Tablo 3.2. PCR asamasinda kullanilan reaksiyon bilesenleri ve oranlari.
Bilesen Hacim (1 6rneklik) | Hacim (68 6rneklik)
2x QuantiTect SYBR Green PCR
Master Mix 12,5 uL 68x12,5=850 uL
10x miScript Universal Primer 2,5ul 68x2,5=170 uL
10x miScript Primer Assay 2,5 uL 68x2,5=170 puL
RNaz icermeyen su 5,5ulL 68x5,5=374 nL
Toplam 23 nL. 23x68=1564 pL
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3. Hazirlanan reaksiyon karigimi dikkatli bir sekilde iyice karistirildi.

4. PCR asamasinda 96 kuyucuklu plate kullanilarak, her bir kuyucuga Tablo 3'e
gore hazirlanan reaksiyon karisimindan her ornek igin 23 pL aktarildi.
Uzerine her bir 6rnek i¢in 2 pL cDNA ilave edildi.

5. Plate PCR cihazina yerlestirilmeden Once iizeri film ile sikica kapatildi.

6. Olusmasit muhtemel hava kabarciklarinin giderilmesi i¢in 1000xg'de 1 dk
boyunca oda 1sisinda santrifiij edildi.

7. Plate cihaza yerlestirildi ve PCR reaksiyonu Tablo 3.3'te gosterildigi sekilde

programlanarak, PCR asamasi tamamlandi.

Tablo 3.3. miRNA analizi igin PCR reaksiyonu asamalari.

Asama Siire Sicakhik Aciklama
HotStarTaq DNA
PCR baslangig
15 dk 95°C polimeraz bu asamada

aktivasyonu . . .
aktive edilmektedir.

Denatiirasyon 15 sn 94°C
Baglanma 30sn 55°C
Floresans okuma
degerleri her siklusta bu
Uzama 30 sn 70°C
asamanin sonunda
alinmustir.
Siklus say1st 45 siklus

3.7. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz PASW Statistics 18 programi kullanilarak yapildi. Fold
change hesaplamalar i¢in online olarak giagen web sitesinden faydalanildi.

Ct degeri (threshold cycle) kantitatif real-time PCR’da floresans ile 6l¢iilen esik
degerdir. miRNA'larin Ct degerleri ce-miR-39 Ct degerine gore normalize edilerek -Act
degerleri hesaplanmistir. Bunun i¢in -(Ctheger mirna - Clreferans mirna) formiiliinden
faydalanilmistir.

Fold change hesaplamalarinda ce-miR-39 Ct degerlerinin normalizasyonda

kullanildig: 2744 formiiliinden faydalanilmistir.
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Yas degiskeni normal dagilima uydugu i¢in kanser olmayan ve kanserli hasta
gruplar1 arasinda farkli olup olmadig1 parametrik test olan bagimsiz 6rneklem t testi ile
degerlendirildi. Alt gruplar aras1 yas degiskeni agisindan fark olup olmadigi yine
parametrik test olan tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ve post hoc test
olarak Tukey HSD testi ile degerlendirildi.

PSA degiskeni normal dagilima uymadigi ve ug¢ degerler icerdigi igin
tanimlayici istatistiklerde ortanca degerleri gosterildi. Kanser olmayan ve kanserli hasta
gruplar1 arasinda PSA degiskeni agisindan fark olup olmadigi non-parametrik bir test
olan Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Alt gruplar arasinda PSA degerleri
acisindan fark olup olmadigi, PSA degerlerinin normal dagilima uymamasi nedeniyle
non-parametrik test olan Kruskal Wallis varyans analizi ile test edildi. Post-hoc test
olarak Mann Whitney U testi yapildi ve p degerlerinin anlamlilik simir1 Bonferroni
diizeltmesi ile 0.017 olarak kabul edildi (0.05/3=0.017).

Gleason skoru ile miRNA serum seviyeleri arasinda iligki olup olmadigi, gleason
skorunun ordinal degisken olmasi sebebiyle, nonparametrik test olan Spearman
korelasyon analizi ile degerlendirildi.

miRNA seviyelerinin kanser olmayan ve kanserli hasta gruplar1 arasinda farkli
olup olmadigi, bagimsiz drneklem t testi kullanilarak analiz edildi. BPH, KP ve kanser
gruplar1 arasinda fark olup olmadigi One-way ANOVA testi ile analiz edildi. Post-hoc
test olarak Tukey HSD testinden faydalanildu.

Tanisal yeterlilik degerlendirilmesi i¢in ROC analizi yapildi. ROC analizi ile
spesifisite, sensitivite, pozitif prediktif deger (PPD) ve negatif prediktif deger (NPD)
degerleri hesaplandi. Cut-off degerlerinin belirlenmesinde ROC egrisinin sol iist kdseye
en yakin oldugu nokta esas alinmigtir.

Tim hesaplamalarda istatistiksel anlamlilik i¢in P degeri 0.05 olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta Gruplarimin Tamimlayiax Istatistiki Verileri

Calisma gruplart biyopsi sonuglarina gére PKa ve kanser olmayan hastalardan
olusturulmustur. Kanser hasta grubunda biyopsi sonucuna goére PKa tanisi almis 33
(otuzii¢) hasta bulunmaktadir. Bu hastalar bazi istatistiki analizlerde ayrica kendi
arasinda gleason skorlamasina gore gruplandirilmistir. Kanser olmayan hasta grubunda
ise biyopsi sonucuna gore BPH ve KP tanisi alan hastalardan olusan toplam 35

(otuzbes) hasta yer almaktadir.

Tablo 4.1. Calismaya katilan goniilliilerin yas (y1l) ve PSA (ng/mL) degerleri.

Ortalama

Grup N Minimum  Maksimum  SD
Ortanca

Yas 64.3 50.0 79.0 7.30
Kanser Olmayan 35

PSA 6.0 2.20 137.90 35.62

Yas 63.6 50.0 79.0 7.60
BPH 25

PSA 5.30 2.20 137.90 41.84

Yas 66.0 57.0 75.0 6.70
KP 10

PSA 8.90 4.70 22.60 5.97

Yas 69.4 51.0 82.0 8.40
Kanser 33

PSA 23.10 2.80 1654.00 311.06

Yas 64.7 53.0 76.0 7.50
Gleason<6 9

PSA 7.30 2.80 328.9 106.77

Yas 67.3 51.0 79.0 8.90
Gleason=7 10

PSA 39.30 7.40 119.40 41.21

Yas 74.5 61.0 82.0 5.90
Gleason>8 14

PSA 37.70 7.60 1654.00 465.45
Toplam 68

BPH: Benign prostat hiperplazisi, KP: Kronik prostatit, N: Kisi sayisi, SD: Standart sapma

Tablo 4.1'de hasta gruplarina ait tanimlayici istatistiki veriler gosterilmistir.
PSA degiskeni u¢ degerler icerdiginden ve normal dagilima uymadigindan ortanca
degerleri verilmistir. Yas degiskeni i¢in ise aritmetik ortalama degerleri verilmistir.
Tablo 4.1'e bakildiginda kanser olmayan hasta grubunda yas ortalamasi 64.3
iken, kanser hasta grubunda yas ortalamasi 69.4 olarak hesaplanmistir. Kanser

olmayan hasta grubunda yer alan BPH ve KP gruplarinda yas ortalamasi sirasiyla; 63.6
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ve 66.0 olarak hesaplanmistir. Kanser hasta grubu igerisinde gleason skorlamasina gore
yapilan gruplandirmada yas ortalamasi; gleason <6 grubunda 64.7, gleason =7 grubunda
67.3 ve gleason >8 grubunda 74.5 olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.1 PSA degerleri agisindan incelendiginde, kanser olmayan hasta
grubunun PSA ortancas1 5.90, kanser hasta grubunun ise 15.00 olarak bulunmustur. Alt
gruplarin PSA degerlerine bakildiginda, kanser olmayan hasta grubunda yer alan BPH
ve KP grubunda PSA ortancalari sirasiyla; 5.20 ve 8.90 iken, kanser hasta grubunda yer
alan gleason <6, gleason =7 ve gleason >8 gruplarinda sirasiyla; 7.30, 39.30 ve 37.70

olarak hesaplanmustir.

Ortanca PSA (ng/mL)

Gleason<6 Gleason=8§
Kronik Prostatit  Gleason=7

Sekil 4.1. PSA ortancalarinin alt gruplara gore dagilimi.

4.2. PSA ve Yas Degiskeninin Gruplar Arasi Farkhliginin Incelenmesi

Yapilan bagimsiz 6rneklem t testi ile kanser ve kanser olmayan hasta gruplari
arasinda yas degiskeni agisinda anlamli fark bulundu (p=0.010). Alt gruplar arasinda
yas degiskeni acisindan fark olup olmadiginin tespiti icin tek yonlii varyans analizi
(One-way ANOVA) ve daha sonrasinda post-hoc test olarak Tukey HSD testi yapildi.
Yapilan analiz sonucunda BPH ve KP ile KP ve kanser gruplar arasinda yas degiskeni
acisindan fark olmadigi (sirastyla p=0.704 ve p=0.461), BPH ile kanser gruplar
arasinda ise anlamli fark oldugu (p=0.020) goriildii.
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PSA degerleri agisindan kanser olmayan ve kanserli hasta gruplar1 arasinda fark
olup olmadigi Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Iki grup arasinda anlamli
farklilik bulundu (p<0.001).

Alt gruplar arasinda PSA degerleri acisindan fark olup olmadigi, PSA
degerlerinin normal dagilima uymamasi nedeniyle non-parametrik test olan Kruskal
Wallis varyans analizi ile test edildi. Post-hoc test olarak Mann Whitney U testi yapildi
ve p degerlerinin anlamlilik sinir1 Bonferroni diizeltmesi ile 0.017 olarak kabul edildi
(0.05/3=0.017). Buna gore yapilan varyans analizinde gruplar arasinda anlamli fark
tespit edildi (p<0.001). Hangi gruplar arasinda fark oldugunun tespiti amaciyla yapilan

Mann Whitney U testinin sonuglari ise tablo 4.2'de gosterilmistir.

Tablo 4.2. PSA degerlerinin gruplar arasi karsilastirma sonuglari.

Karsilastirilan gruplar P degeri
BPH - KP 0.096
BPH - Kanser <0.001
KP - Kanser 0.024

Tablo 4.2'ye bakildiginda Bonferroni diizeltmesinden sonra anlamlilik igin p
degeri 0.017 kabul edildigi goz oniline alindiginda, PSA degerleri agisindan BPH ile
kanser gruplart arasinda anlamli farklilik bulundu. Diger gruplar arasinda ise anlamli

farklilik yoktu.

4.3. Kanser ve Kanser Olmayan Hasta Gruplar1 Arasinda miRNA Serum
Seviyelerinin Gruplar Aras1 Farklihginin incelenmesi

Kanser ve kanser olmayan hasta gruplar1 arasinda miRNA serum seviyeleri
acisindan fark olup olmadigi ve "fold change" olarak ne kadarlik bir fark olduguna

yonelik analiz sonuglar1 Tablo 4.3'de gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Kanser ve kanser olmayan hasta gruplarinda serum miRNA seviyelerindeki

degisim.
MiRNA Grup (n=Kisi sayis1) 22?,1? ma | sp Eﬂ:nge P degeri
miR-375 Kanser olmayan (n=35) -8.56 2.05 4.48 <0.001
Kanser (n=33) -10.72 2.13
MiR-93-5p Kanser olmayan (n=35) -6.74 1.73 179 0.022
Kanser (n=33) -7.58 1.65
MiR-125b-5p Kanser olmayan (n=35) -7.33 1.78 3,60 0.016
Kanser (n=33) -9.18 2.31
MiR-30¢c-5p Kanser olmayan (n=35) -5.96 1.62 264 0.005
Kanser (n=33) -7.36 1.40
MiR-26b-5p Kanser olmayan (n=35) -6.35 2.09 12.43 <0.001
Kanser (n=33) -9.98 2.62
let-7c-5p Kanser olmayan (n=35) -7.83 2.57 =7 01 <0.001
Kanser (n=33) -11.53 2.61
miR-18122-3p Kanser olmayan (n=35) -13.03 2.45 178 0.172
Kanser (n=33) -13.86 2.51
) Kanser olmayan (n=35) -1.72 1.69
miR-221-3p -1.40 0.264
Kanser (n=33) -8.21 1.30
) Kanser olmayan (h=35) -7.65 1.56
miR-222-3p -1.41 0.223
Kanser (n=33) -8.14 1.17
miR-223-3p Kanser olmayan (h=35) -1.58 2.22 567 <0.001
Kanser (n=33) -4.08 1.33
) Kanser olmayan (n=26) -13.10 3.37
miR-141-3p -2.18 0.106
Kanser (n=12) -14.62 2.28
miR-331-3p Kanser olmayan (h=35) -12.05 2.49 110 0.142
Kanser (n=33) -12.12 1.94
Calismaya dahil edilen 12 miRNA'dan 6 tanesinin serumdaki seviyelerinin,

kanser ve kanser

olmayan hasta gruplar1 arasinda istatistiksel olarak farkli oldugu

belirlenmistir. Bu miRNA'lar; miR-375, miR125b-5p, miR-30c-5p, miR-26b-5p ve let-
7¢-5p'dir. miR-93-5p'nin serum seviyeleri her ne kadar kanser olmayan ve kanser grubu

arasinda farkli ise de 2 kattan daha az bir degisim oldugu i¢in bu farklilik g6z ardi

edilmistir. Diger bes miRNA'nin serum seviyelerinde ise gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik tespit edilmemistir. Bu miRNA'lar; miR-181a2-3p, miR-221-
3p, MiR-222-3p, miR-141-3p ve miR-331-3p'dir (Tablo 4.3). Kanser olmayan gruba

kiyasla kanser grubunda 12 miRNA'nin tamaminda downregiilasyon izlenmistir.

[statistiksel olarak anlamli degisim goriilen miRNA'lardan let-7¢c-5p'de 13.01 kat, miR-
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26b-5p'de 12.43 kat, miR-375'te 4.48 kat, miR-125b-5p'de 3.60 kat ve miR-30c 5p'de
2.64 katlik bir downregiilasyon hesaplanmistir (Tablo 4.3).

Kanser olmayan ve kanser gruplar1 arasinda anlamhi degisim goriilen
miRNA'larin -ACt degerlerinin gruplar arasindaki seviyeleri Sekil 4.2'de boksor torbasi

grafigi ile gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Kanser olmayan ve kanser gruplarinda miRNA serum seviyeleri.
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4.4. miRNA Ol¢iim Sonuclarinda Alt Gruplar Arasi Farkhhgin Degerlendirilmesi

miRNA 06l¢iim sonuglar1 agisindan alt gruplar arasinda fark olup olmadig: tek
yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) ile incelendi. Varyans analizi ile gruplar
arast farklilik oldugu belirlenen miRNA'larin hangi gruplar arasinda farkli oldugu

Tukey HSD testi ve online olarak fold change hesaplamalari ile incelendi.

Tablo 4.4. Alt gruplar arasindaki miRNA degerleri igin varyans analizi sonuglari.

. Ortalama P

miRNA Grup N (-ACH) SD F degeri
BPH 25 -8.24 1.96

hsa-miR-375 KP 10 -9.35 2.15 10.330 | <0.001
Kanser 33 -10.72 2.13
BPH 25 -6.99 1.63

hsa-miR-93-5p KP 10 -6.11 1.89 3.131 | 0.050
Kanser 33 -7.58 1.65
BPH 25 -7.26 1.70

hsa-miR-125b-5p KP 10 -7.51 2.06 6.823 | 0.002
Kanser 33 -9.18 2.31
BPH 25 -5.96 1.39

hsa-miR-30c-5p KP 10 -5.96 2.17 7.143 | 0.002
Kanser 33 -7.36 1.40
BPH 25 -5.77 1.65

hsa-miR-26b-5p KP 10 -7.78 2.46 24.309 | <0.001
Kanser 33 -9.98 2.62
BPH 25 -7.16 2.36

hsa-let-7c-5p KP 10 -9.50 2.39 21.880 | <0.001
Kanser 33 -11.53 2.61
BPH 25 -12.54 2.34

hsa-miR-181a2-3p KP 10 -14.25 2.41 2.733 | 0.072
Kanser 33 -13.86 2.51
BPH 25 -7.98 1.32

hsa-miR-221-3p KP 10 -7.07 2.33 2.224 | 0.116
Kanser 33 -8.21 1.30
BPH 25 -7.75 1.45

hsa-miR-222-3p KP 10 -7.40 1.87 1.303 | 0.279
Kanser 33 -8.14 1.17
BPH 25 -0.76 1.78

hsa-miR-223-3p KP 10 -3.63 1.90 32.481 | <0.001
Kanser 33 -4.08 1.33
BPH 21 -13.01 3.62

hsa-miR-141-3p KP 5 -13.31 3.05 1.356 | 0.271
Kanser 12 -14.62 2.28
BPH 25 -12.60 2.33

hsa-miR-331-3p KP 10 -10.65 2.43 2.905 | 0.062
Kanser 33 -12.12 1.94

Tablo 4.4'e bakildiginda serum diizeyleri 6lgiilen miRNA'lardan miR-141, hasta

orneklerinin 2/3'tinden azinda amplifiye olmustur. Tablo 4.4'de ¢alismaya dahil edilen
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toplam 12 miRNA igin varyans analizi sonuglar1 goriillmektedir. Buna gore; miR-375,
miR-93, miR-125b, miR-26b, let-7c, miR-30c ve miR-223 i¢in hesaplanan p degeri
0.05'den kiiciik oldugu i¢in gruplar arasinda anlamli farklilik oldugu kabul edilmistir.
miR-141, miR-181a2, miR-221, miR-222 ve miR-331-3p igin ise gruplar arasinda
anlamli bir farklilik yoktur (p<0.05).

Tablo 4.5. Alt gruplar arasinda serum miRNA seviyelerinin fold change olarak degisimi

MiRNA Gruplar Fold Change P degeri
BPH - KP -2.17 0.579
miR-375 BPH - Kanser -5.60 <0.001
KP - Kanser -2.58 0.038
BPH - KP +1.85 0.025
miR-93-5p BPH - Kanser -1.50 0.141
KP - Kanser -2.78 0.001
BPH - KP -1.19 0.615
miR-125b-5p BPH - Kanser -3.79 0.028
KP - Kanser -3.18 0.062
BPH - KP -1.00 0.185
miR-30c-5p BPH - Kanser -2.64 0.001
KP - Kanser -2.64 0.006
BPH - KP -5.06 0.051
let-7c-5p BPH - Kanser -20.67 <0.001
KP - Kanser -4.09 0.021
BPH - KP -4.04 0.042
miR-26b-5p BPH - Kanser -18.53 <0.001
KP - Kanser -4.59 0.012
BPH - KP -7.29 0.009
miR-223-3p BPH - Kanser -10.00 <0.001
KP - Kanser -1.37 0.227

Tablo 4.5 incelendiginde miR-375, miR-125b-5p, miR-30c-5p, miR-26b-5p,
miR-223-3p ve let-7c-Sp ekspresyon seviyelerinde, BPH grubuna kiyasla kanser
grubunda downregiilasyon oldugu goriilmektedir. BPH grubuna kiyasla kanser
grubunda miR-375, miR-125b-5p, miR-30c-5p, MiR-26b-5p, miR-223-3p ve let-7c-
Sp'nin serumdaki ekspresyon diizeyleri sirastyla 5.60, 3.79, 2.64, 18.53, 10.00 ve 20.67
kat downregiile olarak tespit edilmistir. KP'ye kiyasla kanser grubunda miR-375, miR-
93-5p, miR-30c-5p, miR-26b-5p ve let-7c-5p serum seviyelerinin sirasiyla 2.58, 2.78,
2.64, 4.59 ve 4.09 kat downregiile bulunmustur. BPH grubuna kiyasla KP grubunda ise
miR-26b-5p, miR-223-3p ve let-7¢c-5p ekspresyon seviyelerinde sirasiyla 4.04, 7.29 ve

5.06 katlik bir downregiilasyon izlenmistir.
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BPH, kronik prostatit ve kanserli hasta gruplari arasinda serum seviyeleri

acisindan istatistiksel olarak farklilik oldugu tespit edilen miRNA'lara iligkin ¢izilen

boksor torbasi grafikleri Sekil 4.3'de sunulmustur.
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Sekil 4.3. Gruplar aras1 miRNA seviyelerinin boksor torbasi grafigi ile gosterimi.
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4.5. miRNA Ol¢iim Sonuclarinin Kanser Alt Gruplar1 Arasindaki Farkliig ve
Gleason Skoru ile Iliskisi

PKa'li hastalar gleason skoruna gore; gleason <6, gleason=7 ve gleason>8 olmak
tizere 3 farkli alt gruba ayrilmistir. Serum miRNA seviyelerinin kanser alt gruplari
arasinda farkli olup olmadigi post hoc test olarak Tukey HSD testinin kullanildigi tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ile test edilmistir. Gleason skoru ile serum miRNA
seviyeleri arasindaki iliski olup olmadigi, gleason skorunun ordinal veri olmasi
sebebiyle Spearman korelasyon analizi ile test edilmistir.

Kanser alt gruplart arasinda serum miRNA seviyeleri acisindan fark
bulunmamistir (p>0.05). Gleason skoru ile ¢alismaya dahil edilen miRNA'larin serum

seviyeleri arasinda anlamli bir korelasyon tespit edilmemistir (p>0.05).

4.6. Prostat Kanserinin Ayirict Tamisinda, Cahsma Kapsaminda Diizeyleri
Olciilen miRNA'larin Tanisal Yeterliliginin Hesaplanmasi

Calisma kapsaminda yer alan miRNA'larin tanisal yeterliliginin hesaplanmasi
icin ROC analizi yapildi. Sensitivite, spesifisite, PPD ve NPD hesaplamalar1 yapildi.
Birden ¢ok parametrenin birlikte etkinliginin degerlendirilmesi i¢in lojistik regresyon
(binary) analizi ve ROC analizi yapildi.

PKa tanisinda miRNA'larin tanisal yeterliliginin hesaplanmasinda iki farkli
gruplama yapilmustir. Ik gruplamada kanser olmayan hastalar (BPH+KP) bir gruba,
kanserli hastalar diger gruba alinmistir. Bdylelikle PKa'nin diger prostat
hastaliklarindan ayriminda miRNA'larin etkinliginin degerlendirilmesi amaglanmistir.
Ikinci hesaplamada ise KP'li hastalardan olusan grup, kanserli hasta grubuna ilave
edilmis ve olusturulan grubun BPH'l1 hasta grubundan ayriminda miRNA'larin tanisal
yeterlilikleri  degerlendirilmistir. Bu gruplama ile de BPH'In diger prostat
hastaliklarindan ~ ayriminda  miRNA'larin ~ tanisal  yeterliliginin ~ belirlenmesi
amaclanmustir.

Tanisal yeterliligi istatistiksel olarak anlamli bulunan miRNA'lar i¢in elde edilen
AUC degerleri ile sensitivite, spesifisite, PPD ve NPD yiizdeleri Tablo 4.8'de

sunulmustur.
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Tablo 4.6. Kanserli olmayan hasta grubu ile kanserli hasta grubunun ayiriminda
miRNA'larn tanisal yeterlilikleri.

mMiRNA Gruplar AUC | P Sens. | Spes. | PPD | NPD
degeri | (%) (%) (%) | (%)
Kanser olmayan - Kanser 0.781 | <0.001 76 74 74 76
hsa-miR-375 BPH - (KP+Kanser)
0.798 | <0.001 70 80 86 61
Kanser olmayan - Kanser
4 0.662 | 0022 | 61 72 | 69 | 67
hsa-miR-93-5p
BPH - (KP+K
(KP+Kansen) | 564 | 0384 | 54 2 | 77 | a7
Kanser olmayan - Kanser 0.782 | <0.001 67 80 76 72
hsa-miR-125b-5p
BPH - (KP+K
(KP+Kansen) 1 4 758 | <0.001 | 61 88 | 90 | 56
Kanser olmayan - Kanser 0.762 | <0.001 73 7 7 74
hsa-miR-30c-5p
BPH - (KP+Kanser
( ) 0.724 | 0.002 65 80 85 57
K | -K
anserofmayan - \anser | 74 | <0.001 | 82 83 | 8 | 83
hsa-miR-26b-5p
- +
BPH - (KP+Kansen) 1 a89 | <0.001 | 81 g4 | 90 | 72
K | -K
prser O'TTEEE) s 0.845 | <0.001 76 71 71 76
hsa-let-7c-5p
- +
BPH - (KP+Kansen) 1 657 | <0.001 | 86 72 | e | 75
K | -K
anserofmayan - \anser | 817 | <0.001 | s8 71 | 74 | s6
hsa-miR-223-3p BPH - (KP+Kanser)
0.924 | <0.001 84 88 92 76

Tablo 4.8 incelendiginde, kanser olmayan gruptan kanser grubunun ayriminda
en yiiksek AUC'ler 0.874 ile miR-26b-5p ve 0.845 ile let-7c-5p igin hesaplanmuistir.

BPH'l1 hasta grubundan KP'li ve kanserli hastalardan olusan grubun ayriminda da en

yiksek AUC'ler 0.924 ile miR-223-3p ve 0.889 ile miR-26b-5p'ye aittir. Kanser

olmayan gruptan kanser grubunun ayrimindaki sensitivite ve spesifisite degerleri miR-

26b-5p igin sirasiyla %82 ve %83, let-7¢c-5p i¢in %76 ve %71 olarak bulunmustur. Bu
cut-off degerlerinde miR-26b-5p, %82 PPD ve %83 NPD'ye sahip iken, let-7c-5p %71
PPD ve %76 NPD'ye sahiptir. BPH grubundan KP ve kanserli hastalardan olusan

grubun ayriminda sensitivite ve spesifisite degerleri miR-223-3p i¢in sirasiyla %84 ve

%88, miR-26b-5p i¢in %81 ve %84 olarak bulunmustur. Bu cut-off degerlerinde miR-
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223-3p ig¢in PPD %92 ve NPD %76 iken, miR-26b-5p i¢in PPD %90 ve NPD %72

olarak belirlenmistir. Diger miRNA'lara ait veriler Tablo 4.6'da gosterilmistir.
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A: Kanser olmayan gruba kiyasla prostat B: BPH'a kiyasla kronik prostatit ve prostat
kanserinin ayriminda miRNA'larin  ROC  kanseri grubunun ayriminda miRNA'larin
egrileri ROC egrileri

Sekil 4.4. Kanser ile kanser olmayanlarin ayriminda miRNA'lara ait ROC egrileri.

Sekil 4.4'te ve Tablo 4.6'da goriildiigii tizere KP'nin kanser grubu igerisinde
degerlendirilmesi ile miR-375, mIiR-26b-5p, miR-223-3p ve let-7c-5p AUC
degerlerinde artis gozlenirken, miR-125b-5p ve miR-30c-5p degerlerinde azalma
gozlenmistir. miR-93-5p AUC degeri ise BPH'tan KP'li ve kanserli hastalardan olusan
grubun ayriminda istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir (p=0.384).

KP'nin, kanserli hasta grubu ile kanser olmayan hasta gruplarini ayirmada tanisal
yeterliligi etkileyen interfere edici bir durum olup olmadiginin degerlendirilmesi
amaciyla, KP'li hasta grubunun ayri bir grup olarak degerlendirildigi alt gruplarin
birbirinden ayriminda, s6z konusu miRNA'larin tanisal yeterlilikleri ROC analizi ile

degerlendirilmistir. Sonuglar Tablo 6'da verilmistir.
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Tablo 4.7. Alt gruplarin birbirinden ayriminda miRNA'larn tanisal yeterliligi.

mIRNA Gruplar AUC :egeri S('f,/r(‘s ?Eﬁ; F(’(;)[)) ':'(;)[))
BPH-KP 0.694 [ 0.077 80 64 44 84
miR-375 BPH-Kanser 0.829 | <0.001 76 80 83 71
KP-Kanser 0.661 0.128 76 60 86 43
BPH-KP 0.348 | 0.165 40 52 25 68
miR-93-5p BPH-Kanser 0.629 | 0.094 61 72 74 58
KP-Kanser 0.744 0.021 61 80 91 38
BPH-KP 0580 | 0.465 60 56 35 78
miR-125b-5p BPH-Kanser 0.812 | <0.001 67 88 88 67
KP-Kanser 0.709 0.047 67 60 85 35
BPH-KP 0.504 0.971 50 68 39 77
miR-30c-5p BPH-Kanser 0.790 | <0.001 73 80 83 69
KP-Kanser 0.691 0.070 88 60 91 60
BPH-KP 0.768 0.014 70 72 50 86
hsa-miR-26b-5p | BPH-Kanser 0.926 | <0.001 82 92 93 79
KP-Kanser 0.745 0.020 82 60 87 50
BPH-KP 0.754 0.020 70 72 50 86
hsa-let-7¢-5p BPH-Kanser 0.888 | <0.001 91 72 81 86
KP-Kanser 0.736 0.025 61 70 87 35
BPH-KP 0.880 0.001 70 92 78 89
hsa-miR-223-3p | BPH-Kanser 0.938 | <0.001 88 88 91 85
KP-Kanser 0.517 0.874 49 50 76 23

BPH'I1 hasta grubunu KP'li hasta grubundan ayirmada miR-26b-5p, miR-223-3p

ve let-7¢c-5p i¢in hesaplanan AUC degerleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
miR-26b-5p i¢in AUC degeri 0.768, miR-223-3p i¢in 0.880 ve let-7¢c-5p igin 0.754

olarak hesaplanmistir. BPH'l1 hasta grubunu KP'li hasta grubundan ayirmada sensitivite

ve spesifisite degerleri miR-26b-5p i¢in Sirastyla %70 ve %72, miR-223-3p igin %70 ve
%92, let-7¢-5p igin %70 ve %72 olarak hesaplanmistir (bkz. Tablo 4.7 ve Sekil 4.5A).

BPH'li hasta grubunu kanserli hasta grubundan ayirmada en yiiksek AUC
degerleri 0.938 ile miR-223-3p, 0.926 ile miR-26b-5p ve 0.888 ile let-7c-5p'ye aittir. Bu

miRNA'larin BPH'I1 hasta grubunu kanserli hasta grubundan ayirmada sahip olduklari

sensitivite ve spesifisite degerleri sirasiyla miR-223-3p i¢in %88 ve %88, miR-26b-5p
icin %82 ve %92, let-7¢c-5p i¢in %91 ve %72 olarak belirlenmistir (bkz. Tablo 4.7 ve

Sekil 4.5B).
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KP'li hasta grubu ile kanserli hasta grubunun ayrimimda miR-93-5p, miR-26b-5p
ve let-7¢c-5p i¢in hesaplanan AUC degerleri istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Bu
iki grubun ayriminda AUC degerleri miR-26b-5p i¢in 0.745, miR-93-5p i¢in 0.744 ve
let-7c-5p i¢in 0.736 olarak hesaplanmustir. KP'li hasta grubu ile kanserli hasta grubunun
aymrminda sensitivite ve spesifisite degerleri miR-26b-5p icin sirasiyla %82 ve %60,

miR-93-5p i¢in %61 ve %80, let-7¢c-5p igin %61 ve %70 olarak belirlenmistir (bkz.

Tablo 4.7 ve Sekil 4.5C).
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Sekil 4.5. Alt gruplarin birbirinden ayriminda miRNA'lara ait ROC egrileri.



74

miRNA'larin kombine olarak tanisal yeterliliklerinin arastirilmasi igin lojistik

regresyon ve ROC analizi yapildi. Sonuglar Tablo 4.8 ve Sekil 4.6'te gosterilmistir.

Tablo 4.8. miRNA'larin kombinasyonunun gruplar arasi tanisal yeterliligi.

P Spes. Sens. PPD NPD

MiRNA Grup AUC degeri %) (%) (%) (%)

Kanser olmayan - Kanser 0.891 <0.001 83 91 83 91
miR-375+miR-26b BPH - Kanser 0.944 <0.001 92 91 94 89

BPH - (KP+Kanser) 0.896 <0.001 88 84 92 76

Yapilan farkli kombinasyonlarda en yiiksek AUC degerini miR-375 ve miR-
26b-5p kombinasyonu saglamistir. Bu kombinasyona diger miRNA'larin ilave edilmesi
ya da tim miRNA'larin ayn1 anda kombine edilmesi, daha yiiksek bir AUC degeri
saglamamustir. Buna gore, miR-375 ve miR-26b-5p kombinasyonunun kanser olmayan
hasta grubundan kanser grubunun ayiriminda AUC degeri 0.891, sensitivite %91,
spesifisite %83, PPD %83 ve NPD %91 olarak belirlenmistir. miR-375 ve miR-26b-5p
kombinasyonun BPH'tan kanser grubunun ayriminda AUC degeri 0.944'e
yiikselmektedir. Bu durumda sensitivite %91, spesifisite %92, PPD %94 ve NPD %289
olmaktadir. miR-375 ve miR-26b-5p kombinasyonunun, BPH'li hasta grubundan KP'li
ve kanserli hastalardan olusan grubun ayriminda ise AUC degeri 0.896, sensitivitesi
%84, spesifisitesi %88, PPD %92 ve NPD %76 olarak belirlenmistir.
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5. TARTISMA

PKa, erkeklerde en sik goriilen ikinci kanser tiiriidiir ve kanser kaynakli
oliimlerde besinci sirada yer almaktadir (GLOBOCAN, 2012). BPH ve prostatitler
erkeklerde sik goriilen diger prostat hastaliklaridir. PSA testi PKa taramalarinda yaygin
olarak kullanilan bir test olsa da 6nemli kisitliliklara sahiptir. Her ne kadar prostata
spesifik olsa da PKa'ya spesifik degildir ve bir ¢ok farkli durumda diizeyleri
yiikselebilmektedir. Bunlar arasinda BPH ve prostatitler 6nde gelen nedenlerdendir
(Bailey ve Brewster, 2011; Lim, 2017). PKa tanisinda serum total PSA diizeyleri
Olclimiinlin tanisal yeterliliginin smirli olmasi, PKa tanis1 i¢in yeni biyobelirteg
arayislarina hiz kazandirmistir.  2000'li yillarin basindan itibaren kanserle iligkileri
kurulan miRNA'lar da PKa tanisinda biyobelirte¢ adaylar1 arasinda yer almaktadir.

mMiRNA'lar yaklagik 20-22 niikleotid uzunlugunda, genlerin diizenlenmesinde
post-transkripsiyonel asamada gorev alan, kodlanmayan RNA molekiilleridir.
miRNA'lar niikleusta sentezlendikten sonra sitoplazmaya aktarilarak, mRNA'ya
baglanip, eslesmenin diizeyine gore translasyonun baskilanmasi ya da mRNA'nin
parcalanmasi yoluyla protein sentezini ve dolayisiyla gen ifadesini diizenleyen RNA
molekiilleridir (Peng ve Croce, 2016).

mMiRNA'larin kanserle iligkisi ilk olarak Calin vd. tarafindan 2002 yilinda KLL
hastalarinda miR-15a ve miR-16-1’in downregiilasyonunun gosterilmesiyle ortaya
konulmustur (Calin, vd.,2002). Bu tarihten itibaren dokular, hiicre hatlar1 ve dolasimda
yer alan miRNA'lar iizerinde yapilan calismalarda, ¢esitli kanser tiirlerindeki rolleri
ortaya konulmaya ¢alisilmistir (Jansson ve Lund, 2012).

mMiRNA'larin kanser tanisi, tedavi takibi ve prognozun tahmininde invaziv
olmayan birer biyobelirte¢ olarak kullanilabilecekleri fikrini olusturan ilk ¢aligmalar,
2008 yilinda Lawrie vd. ile Mitchell vd. tarafindan yapilan ¢alismalardir. Lawrie vd.
yaptiklar1 calisma ile diffuz biiyilk B hiicreli lenfomada miR-21’in serumda yliksek
diizeylerde bulundugunu gostermislerdir. Mitchell vd. ise PKa'da miR-141'in serumdaki
seviyelerinin arttigini bildirmislerdir. Ayn1 ¢calismada, miRNA'larin oda 1sisinda 24 saat
inkiibasyon sonrasi serumdaki seviyelerinin degismedigi, coklu dondurma ve ¢ézdiirme
reaksiyonlaria karst direngli olduklar1 ve bu 6zellikleri nedeniyle stabil bir biyobelirteg

olabilecekleri belirtilmistir (Lawrie, vd., 2008; Mitchell, vd., 2008).
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Calismamizda BPH, KP ve PKa'li hasta serumlarinda literatirde PKa ile
iligskisine yonelik ¢alismalar bulunan miRNA'lardan miR-375, miR-93-5p, miR-125b-
5p, miR-30c-5p, let-7¢c-5p, MiR-26b-5p, miR-223-3p, miR-181-a2-5p, miR-141-3p,
miR-221-3p, miR-222-3p ve miR-331-3p'nin serumdaki diizeylerinin tanisal
yeterliliklerinin arastirilmasi amaglanmistir. Calismamizda ayrica, KP'li hasta grubunun
PKa tamisinda miRNA'larin  tanisal yeterliligini  etkileyip etkilemedigi de
degerlendirilmistir.

Calismamizda kanser ve kanser olmayan grup (BPH ve KP) arasinda yedi
miRNA'nin serumdaki diizeylerinin farkli oldugu goriilmiistiir. Bu miRNA'lar; miR-
375, miR-93-5p, miR125b-5p, miR-30c-5p, miR-26b-5p, let-7¢c-5p ve miR-223-3p'dir.
Bes miRNA'nin serum seviyelerinde ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
farklilik tespit edilmemistir. Bu miRNA'lar ise miR-181a2-3p, miR-221-3p, miR-222-
3p, miR-141-3p ve miR-331-3p'dir.

Literatiirde yer alan konu ile ilgili caligmalara baktigimizda bizim bulgularimizla
ortiisen calismalar oldugu gibi, bizim bulgularimiza zit olan calismalarda yer
almaktadir. PKa'da dolasimdaki miRNA'larin degerlendirildigi ilk g¢alismada; 25
metastik PKa hastas1 ve 25 saglikli kontrol grubu arasinda, miR-141'in serum diizeyinin
farkli oldugu bildirilmistir.  Bu ¢alismada, tek basina miR-141'in  serumdaki
seviyelerinin AUC degeri 0.907 olarak hesaplanmis ve PKa'yr saghkli kontrolden
ayirmadaki spesifisitesi %100, sensitivitesi %60 olarak bildirilmistir (Mitchell, vd.,
2008).

Bizim ¢alismamizda, miR-141-3p, toplam 68 6rnegin yalnizca 38'inde (21 BPH,
5 KP ve 12 PKa) esik degerin tizerinde amplifiye olmus, diger 30 Grnekte ise tespit
edilememistir (bkz. Tablo 4.4). miR-141'in amplifiye oldugu hasta serumlar1 dikkate
alinarak yapilan istatistiksel analizde, miR-141'in serum seviyelerinin gruplar arasinda
anlamli olmadig1 goriilmiisttir (P=0.106).

miR-141'in PKa hastalarinin kaninda (plazma ya da serum), kontrol grubuna
kiyasla yiiksek tespit edildigi bazi ¢alismalar vardir. Selth vd. ve Cheng vd. tarafindan
yapilan calismalarda, metastatik kastrasyona direngli prostat kanseri (mMKDPK) hasta
grubunda saglikli kontrollere kiyasla serum miR-141 seviyelerinin yiiksek oldugunu
tespit edilmistir (Selth, vd., 2012; Cheng, vd., 2013). Bryant vd. 78 PKa'li hasta

plazmasindan izole edilen mikrovezikiillerdeki miR-141 seviyelerinin saglikli
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kontrollere gore 4.29 kat arttigini bildirmislerdir (Bryant, vd., 2012). Kelly vd.
tarafindan yapilan ve 75 PKa'li hasta ve 27 BPH'l1 hastanin dahil edildigi ¢alismada,
PKa'li hasta plazmalarindaki miR-141 seviyeleri, BPH'a kiyasla upregiile olarak
bulunmustur. Bu ¢alismada miR-141'in AUC degeri 0.655 olarak hesaplanmistir (Kelly,
vd., 2015). Watahiki vd., Brase vd. ve Nguyen vd. tarafindan yapilan ¢alismalarda ise
miR-141'in PKa'da prognozun degerlendirilmesindeki roliine yonelik bulgular
sunulmustur. Bu g¢alismalarda; mKDPK grubunda, lokalize PKa grubuna gore
dolasimdaki miR-141 seviyelerinin upregiile oldugu bildirilmistir. Watahiki vd.'nin
calismalarinda mKDPK ve lokalize PKa'nin ayriminda, miR-141'in AUC degeri 0.878,
spesifisite ve sensitivite degerleri sirasiyla %96 ve %56 olarak hesaplanmistir. Nguyen
vd.'nin yaptiklar1 ¢alismada miR-141 seviyeleri mKDPK'de diisiik riskli PKa'ya kiyasla
upregiile olarak tespit edilmisken, yiiksek rikli lokalize PKa grubu ile mKDPK grubu
arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (Brase, vd., 2011; Watahiki, vd., 2013;
Nguyen, vd., 2013).

miR-141'in PKa'da dolagimdaki seviyelerinin degerlendirildigi bazi ¢alismalar
ise bizim g¢alismamizla aym ydnde bulgular igermektedir. Ulkemizde yapilan bir
calismada 51 PKa'li hasta ve 20 saglikli kontrolin plazma oOrneklerinde miR-141
seviyeleri agisindan fark tespit edilmemistir (Agaoglu, vd., 2011). Kachakova vd.
tarafindan yapilan ¢alismada, 59 PKa'li hasta ile 16 BPH'l1 hasta ve 27 saglikli geng
erkekten olusan gruplar arasinda miR-141'in plazma seviyeleri acisindan fark
izlenmemistir (Kachakova, vd., 2015).

Yukarida bahsedilen c¢alismalara bakildiginda miR-141'in dolasimda upregiile
olarak tespit edildigi hasta gruplarmin, genellikle mKDPK hastalarindan olustugu
goriilmektedir. Bizim g¢alismamizda PKa grubunda yer alan hastalarda her ne kadar
metastaz degerlendirilmemis olsa da 6rnek toplama zamana itibariyle tedavi gormemis,
medikal kastrasyona tabi tutulmamis ve dolayisiyla kastrasyona direng gelistigi
sOylenemeyecek hastalardan olusmaktadir. Bu itibarla, literatiirde yer alan
calismalardan bazilarina kiyasla bizim ¢alisgmamizda, PKa ve kanser olmayan kontrol
grubu arasinda miR-141'in serum seviyeleri agisindan anlamli fark olmamasinin nedeni,
miR-141'in PKa'da androjen yoksunluk tedavisi sirasinda ya da metastaz asamasinda
yiikselmis olabilecegi ihtimalidir. Nitekim, bu goriisiimiizii destekleyen bazi bulgular

Xiao vd. ve Agaoglu vd. tafindan yapilan ¢alismalarda sunulmustur. Xiao vd.'nin
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yaptig1 caligmada, miR-141'in androjen reseptoriiniin (AR) ko-represorii olan bir
proteini (small heterodimer partner, shp) hedefleyerek, androjene duyarli PKa hiicre
hatlarinda AR transkripsiyonunu artirdigi bildirilmistir (Xiao, vd., 2012). Agaoglu
vd.'nin yaptig1 ¢alismada ise saglikli kontrol grubu ile PKa grubu arasinda miR-141'in
plazma seviyeleri agisindan fark goriilmezken, metastatik PKa hasta grubunda (n=20),
lokalize PKa'li hastalara kiyasla miR-141'in upregiile oldugu gorilmiistiir (Agaoglu,
vd., 2011). Ayrica, Kachakova vd.'nin yaptiklar1 ve miR-141'in plazma seviyeleri
acisindan PKa, BPH ve saglikli kontrol gruplar1 arasinda fark bulamadiklar1 ¢alismada,
59 hastadan olusan PKa'li hasta grubunun 55 tanesi metastatik degildir ve miR-141, ii¢
PKa ve dort BPH hastasinda ¢alismamizla uyumlu bir sekilde hig tespit edilememistir
(Kachakova, vd., 2015).

Calismamizda miR-221-3p, miR-222-3p, miR-331-3p ve miR-181-a2-3p'nin
serumdaki seviyeleri agisindan PKa ve kanser olmayan gruplar arasinda anlamli bir
farkliik goriilmemistir.  Literatiirde, bu miRNA'larin dolagimdaki seviyelerinin
degerlendirildigi calismalarda farkli sonuglar elde edilmistir.

miR-221 ve miR-222, X kromozomunun kisa kolunda kodlanan bir gen
kiimesinde sirali olarak kodlanmaktadirlar. Cesitli kanser tiirlerinde onkogenik ya da
tiimor stipresor olarak fonksiyon gordiiklerine dair ¢aligmalar bulunmaktadir (Garofalo,
vd., 2012).

miR-221 ve -222'nin PKa'da doku ya da dolasimdaki seviyeleri gesitli amaglarla
aragtirtlmistir. MiR-221 ve miR-222'nin tanisal ve prognostik biyobelirte¢ olarak
performansi, ti¢ farkli ¢alismada degerlendirilmistir. Bu g¢alismalardan Agaoglu vd.
tarafindan 20'si metastatik toplam 51 PKa'li hasta ve 20 saglikli kontroliin
plazmalarinda yapilan ¢alismada ve Kotb vd.'nin 10 PKa'li ve 10 BPH'l1 hasta iizerinde
yaptiklar1 caligmada, miR-221'in PKa'da saglikli kontrollere kiyasla upregiile oldugu
belirlenmistir. Ayrica, Agaoglu vd.'nin ¢aligmasinda metastatik PKa grubunda miR-
221'im dolasimdaki seviyeleri lokalize PKa'ya kiyasla daha yiliksek tespit edilmistir.
(Agaoglu, vd., 2011; Kotb, vd., 2014). Bizim g¢alismamizda ise PKa'li hasta grubunda
metastaz degerlendirilmemis olup, yukarida bahsedilen ¢aligmalara kiyasla elde edilen
zit sonuglarin, mMIR-221'in metastatik PKa'li hastalarda upregiile olmasindan

kaynaklanabilecegi seklinde yorumlanmustir.
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Kelly vd. tarafindan 75 PKa ve 27 BPH'li hasta {lizerinde yapilan calismada,
bizim ¢alisgmamizla uyumlu bir sekilde miR-221'in periferal tam kan 6rneklerindeki
ekspresyon seviyelerinin PKa ile BPH arasinda farkli olmadigi goriilmiistiir (Kelly, vd.,
2015). Bu c¢alismanin bizim ¢alismamizla ortak yani1 sadece miR-221'in gruplar arasi
farkli bulunmamasi degil, hasta gruplarinin se¢imi ve kan alinma asamasindaki
benzerliktir. Zira, tipki bizim ¢alismamizda oldugu gibi Kelly vd. tarafindan yapilan
calismada da biyopsi 6ncesi kan alim1 yapilmis, biyopsi ile kanser tanis1 konulanlar ve
konulmayanlar farkli gruplara ayrilmistir. Bizim ¢alismamiza benzer sekilde bu
calismada da metastaz degerlendirilmesi yapilmamistir. Bu c¢alisma ile bizim
calismamizin temel farki ise periferal kan Orneklerinin iglenme bigimidir. Bizim
calismamizda serum Ornekleri kullanilmigken, Kelly vd.nin g¢aligmasinda tam kan
ornekleri kullanmilmistir. Agaoglu vd. ile Kotb vd.'nin g¢alismalarinin tersine, bizim
calismamizla Kelly vd.'nin ¢aligmasinin sonuglarinin uyumlu olmasi, miR-221'in
PKa'da metastazla iligkili olabilecegi seklindeki yorumumuzu kuvvetlendirmektedir
(Agaoglu, vd., 2011; Kotb, vd., 2014; Kelly, vd., 2015).

Literatiirde miR-221 ve -222'nin PKa'da biyokimyasal rekiirrensin tahmininde
kullanilip kullanilamayacaginin aragtirildigr iki farkli calismada iki farkli sonug
almmistir.  Singh vd. tarafindan yapilan calismada, radikal prostatektomi sonrasi
biyokimyasal rekkiirrens riskinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu ¢alismada
diizeyleri olgiilen miRNA'lardan ikisi miR-221 ve -222'dir. Calisma sonucunda miR-
222'nin serumdaki yiiksek seviyelerinin radikal prostatektomi sonrasi rekiirrens riskini
2.8 kat artirdig1 belirtilmistir. miR-221 i¢in ise anlamli bir sonug¢ bulunmamuistir (Singh,
vd., 2014). Amankwah vd. ise obez ve obez olmayan PKa'li hasta gruplarinda radikal
prostatektomi sonrasi rekiirrens riski ile miR-221 ve miR-222'nin prostat dokusundaki
seviyeleri arasinda iligski olmadigini bildirmislerdir (Amankwah, vd., 2013).

miR-221 ve miR-222'nin PKa'da kastrasyona diren¢ gelisimi ile iliskisinin
arastirildig1 calismalarda birbiriyle celisen sonuglar bulunmaktadir. Bazi ¢alismalarda
kastrasyona direngli PKa'da miR-221 ve miR-222 seviyeleri upregiile bulunurken
(Santos, vd., 2014; Sun, vd., 2012; Yang, vd., 2014), baz1 ¢aligmalarda downregiile
olarak tespit edilmistir (Goto, vd., 2015; Gui, vd., 2017). Bu c¢alismalara kisaca
bakacak olursak; Santos vd. tarafindan yapilan ¢alismada miR-221 ve -222 ekspresyon

seviyelerinin kastrasyona direngli PC3 hiicre hattinda upregiile oldugu bildirilmistir. Bu



81

calismada, periferal tam kan oOrneklerinde miR-221 seviyeleri yiiksek olan PKa'li
hastalarin, medikal kastrasyona daha erken direnc¢ gelistirdikleri belirtilmistir (Santos,
vd., 2014). Sun vd. tarafindan yapilan g¢alismada miR-221 ve -222 ekspresyon
seviyelerinin kastrasyona direncli PKa dokusunda, normal komsu prostat dokularina ve
hormona duyarli PKa dokularma kiyasla upregiile oldugu bildirilmistir. Ilging bir
sekilde ayni caligmada, miR-221 ve -222'nin hormona duyarli PKa dokularinda normal
dokulara kiyasla anlamli seviyede downregiile olduklar1 bildirilmistir (Sun, vd., 2012).
Yakin zamanlarda yapilan bir ¢alismada miR-221 ve -222'nin Kastrasyona direngli PKa
hiicre hattinda androjen duyarli hiicre hattina kiyasla yiliksek diizeyde eksprese edildigi
gosterilmigtir.  Ayni ¢aligmada, miR-221 ve -222'nin inhibisyonunun, kastrasyona
direngli PKa hiicrelerinde proliferasyonu azalttigi ve apoptozisi artirdigi bildirilmistir
(Yang, vd., 2014). Goto vd.nin 38 kanser olmayan, 54 PKa ve 8 kastrasyona direngli
prostat dokusu Ornekleri kullanarak yaptiklari ¢aligmada, miR-221 ve miR-222'nin
PKa'da normal prostat dokusuna kiyasla downregiile olduklar1 gosterilmistir. Dahasi,
kastrasyona direnc¢li PKa doku 6rneklerinde de bu iki miRNA normal prostat dokusuna
kiyasla downregiile bulunmustur. Ayrica, PKa'li dokularda diisik miR-222
seviyelerinin, daha kisa siireli progresyonsuz donem ile iligkili oldugu bildirilmistir
(Goto, vd., 2015). Kastrasyona direngli PKa hiicre hatt1 olan C4-2B'de miR-221 ve -
222 ekspresyon seviyelerinin androjene duyarli hiicre hatlarina kiyasla downregiile
oldugu ¢ok kisa zaman once gosterilmistir. Bu downregiilasyonun AR araciligi ile
gerceklestigi bildirilmistir (Gui, vd., 2017).

Calismamizda miR-331-3p'nin serum seviyeleri PKa ve kanser olmayan grup
arasinda yapilan t-test ve PKa, BPH ve KP gruplar arasinda yapilan varyans analizi
sonucuna gore gruplar arasinda farkli bulunmamistir (p=0.062). Ayni sekilde,

https://www.giagen.com sitesi tizerinden online olarak gerceklestirilen log 2 (fold

change) hesaplamalarinda miR-331-3p seviyeleri kanser ve kanser olmayan gruplar
arasinda farkl degildir.

PKa'da miR-331-3p ve miR-181-a2 seviyeleri ile ilgili olarak literatiire
baktigimizda birbirinden farkli sonuglar oldugu goriilmektedir. Bryant vd. tarafindan
yapilan calismada iki farkli hasta seti kullanilmistir. Ik ¢alisma 151 metastatik 78
PKa'li hasta ve 28 normal kontrol grubu plazmalarindan izole edilen mikrovezikiiller

lizerinde yapilmistir. Ikinci calisma ise radikal prostatektomi sonrasi takip edilen
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hastalardan, hastaligin yeniden ortaya ¢ikmasi sonucu (rekiirrens) metastaz gelisen 47
hasta ve biyokimyasal rekiirrens goriilmeyen 72 hastanin serumlarindan izole edilen
eksozom ve mikrovezikiiller lizerinde yapilmistir. Bu caligmada ilk hasta seti {izerinde
PKa'li hastalarda normal gruba kiyasla miR-331-3p'nin 5.39 kat upregiile oldugu, miR-
181-a2-3p'nin ise 2.69 kat downregiile oldugu bildirilmistir. ikinci hasta seti gruplari
arasinda ise bu iki miRNA agisindan bir farklilik tespit edilmemistir (Bryant, vd., 2012).
Dolayistyla, bu iki miRNA'nin PKa'nin tanisinda biyobelirte¢ olarak degeri olabilecegi
sOylenebilir. Bu ¢alismanin aksine bizim c¢alismamizda miR-331 ve miR-181-a2
seviyelerinde prostat kanseri ile BPH arasinda farklilik goriilmemesinin nedeni, Bryant
vd.'nin ¢aligmasinda miRNA Ol¢timlerinin periferal kandan izole edilen mikrovezikiiller
kullanilarak yapilmasi olabilir. Zira, bizim ¢alismamizda serumda bulunan miRNA'larin
seviyeleri belirlenmistir. Bu gorilisiimiizii destekleyici olarak, Sapre vd. tarafindan 33
yiiksek riskli (gleason >7, timor hacmi >lcc, metastaz varligl) ve 34 diisiik riskli
(gleason=6, PSA<10 ng/mL, T2a) hasta {izerinde yapilan ¢alismada, bizim ¢alismamizla
uyumlu bir sekilde miR-331'in plazma seviyelerinin gruplar arasinda farkli olmadigi
bildirilmistir (Sapre, vd., 2014). Bizim ¢alismamizla Sapre vd.'nin ¢alismasinda elde
edilen sonuglarin, Bryant vd.'nin ¢alismasinin aksine birbirleri ile uyumlu olmasi,
plazma ile serum elde edilmesindeki asamalarin mikrovezikiil elde edilmesine kiyasla
benzer olmasindan kaynaklanabilecegi distliniilmistiir. Literatiirde yer alan bu iki
calisma ile bizim c¢alismamiz arasindaki benzer ve zit iliski, MiIRNA oOl¢iimlerinde
kullanilan periferal kan Orneginin islenis bi¢imindeki farkliligin, miRNA'larin
dolasimdaki  seviyeleri iizerinde etkili olabilecegi seklindeki  goriisiimiizii
desteklemektedir. Ayrica, ¢ok yakin bir zaman 6nce Epis vd. tarafindan 46 PKa'li doku
ve normal komsu dokular iizerinde yapilan calismada, miR-331-3p'nin PKa'li doku
orneklerinin %54'tinde (25/46) normal komsu dokulara kiyasla 1.5 kattan daha fazla
downregiile oldugu bildirilmistir (Epis vd_2017). Doku seviyelerinde tespit edilen bu
downregiilasyon ve dolasimdaki seviyelerinde elde edilen farkli sonuglar, miR-331-
3p'nin prostat kanseri tanisinda kullanimina yonelik daha ileri ¢aligmalarin yapilmasi
gerektigini diisiindliirmektedir.

Calismamizda; miR-375, miR-93-5p, miR125b-5p, miR-30c-5p, miR-26b-5p,
let-7c-5p ve miR-223-3p serum seviyelerinin PKa'li hasta grubu ve kanser olmayan

grup arasinda farkli oldugu tespit edilmistir (Bkz. Tablo 4.3). Yapilan "fold change"
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hesaplamasinda, PKa'li hasta serumlarinda kanser olmayan gruba kiyasla miR-375'in
4.48 kat, miR-93-5p'nin 1.79 kat, miR-125b-5p'nin 3.60 kat, miR-30c'nin 2.64 kat, miR-
26b-5p'nin 12.43 Kat, let-7c-5p'nin 13.01 kat ve miR-223-3p'nin 5.67 kat downregiile
oldugu belirlenmistir.  miRNA'larin PKa'daki prognostik ozellikleri de ¢alisma
kapsaminda degerlendirilmistir. Yapilan Spearman korelasyon analizinde gleason skoru
ile miRNA'larin serum seviyeleri arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir. Ayni
sekilde gleason<6 (n=9), gleason=7 (n=10) ve gleason>8 (n=14) gruplar1 arasinda
miRNA'larin serum seviyeleri agisindan farklilik gézlenmemistir.

Calismamiz kapsaminda kanser olmayan grup altinda degerlendirilen KP'li hasta
grubundaki miRNA'larin serum seviyelerinin, BPH ve PKa'ya kiyasla farkli olup
olmadig1 da arastirildi. BPH, KP ve PKa gruplar1 ayr1 ayr1 degerlendirildiginde miR-
375, miR-93-5p, miR-125b-5p, miR-30c, miR-26b, let-7¢c-5p ve miR-223-3p serum
seviyelerinin gruplar arasinda farkli oldugu goriildii (Bkz. Tablo 4.4 ve Tablo 4.5).

Calismamizda dikkat g¢ekici bir bulgu miR-375'in PKa'li hasta serumlarinda
kanser olmayan gruba kiyasla 4.48 kat downregiile bulunmasidir. Literatiirde yer alan
calismalara baktigimizda bir ¢ok calismada miR-375'in dolasimdaki seviyelerinin
PKa'da upregiile oldugu bildirilmistir. Kisaca bu calismalara inlecemek gerekirse;
Brase vd. ilk olarak 7 metastatik ve 14 lokalize PKa'l: hasta serumlarinda miRNA
seviyelerini arastirmis ve miR-375'in metastatik PKa'li hasta serumlarinda lokalize
PKa'ya kiyasla 4.3 kat upregiile oldugu bildirmislerdir. Daha sonra 45 PKa'li hasta
serumunda yaptiklar1 birinci validasyon ¢alismasinda, yiliksek risk faktorii (yiiksek
gleason skoru, lenf nodu metastazi, uzak metastaz) iceren hastalarda miR-141 ve miR-
375'1n serum seviyelerinin yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Ayni ¢alismada toplam 71
PKa'li hastada yapilan ikinci validasyon ¢aligmasinda da yiiksek riskli (gleason>8 veya
N1) hasta grubunda miR-141 ile birlikte miR-375'in serum seviyelerinin orta riskli
(gleason=7 veya NO) hasta grubuna kiyasla upregiile oldugunu bildirmislerdir. Ayni
calismada 36 PKa'li doku ve 36 benign prostat dokusu iizerinde yapilan ¢alismada ise
PKa'li doku orneklerinde miR-141 ve miR-375'in upregiile oldugunu belirtmislerdir
(Brase, vd., 2011). Bryant vd. tarafindan yapilan ¢aligmada, miR-375'in plazmadan elde
edilen mikrovezikiillerdeki seviyesi metastatik PKa'da lokalize prosPKa'ya kiyasla 3.69
kat upregiile olarak bulunmusken, normal kontrol ve PKa arasinda ya da normal kontrol

ile lokalize PKa arasinda fark tespit edilmemistir. Ayni calisma igin farkli hasta
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gruplarindan alinan serumlardan izole edilen mikrovezikiil ve eksozomlarin her ikisinde
birden, metastatik PKa'da non-rekiirren PKa hastalarina kiyasla miR-375"1 upregiile
olarak tespit etmislerdir (Bryant, vd., 2012). Selth vd. tarafindan yapilan ve 25 mKDPK
ve 25 saglikli kontroliin dahil edildigi calismada, miR-375'in serum seviyelerinin
mKDPK'de saglikli kontrole kiyasla upregiile oldugu bildirilmistir. Bu ¢aligmada ayrica
miR-375'In intratimoral yiiksekliginin radikal prostatektomi sonrasi biyokimyasal
relapsin tahmininde gleason skoru ile birlikte ya da gleason skorundan bagimsiz olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir (Selth, vd., 2012). Nguyen vd.'nin 26 KDPK ve 28 diisiik
riskli PKa'li hasta serumunda yaptiklar1 analizde, miR-375'in KDPK grubunda diisiik
riskli PKa'ya kiyasla 8 kat upregiile oldugu bildirilmistir. Ayni ¢alismada diisiik riskli
PKa dokularinda normal prostat dokusuna kiyasla miR-375'in upregiile oldugu, lokalize
PKa ile metastatik PKa arasinda miR-375'in prostat dokusu seviyelerinde bir farklilik
olmadig: belirtilmistir (Nguyen, vd., 2013). Biitiin bu ¢alismalarda dikkat ¢eken bulgu
metastatik PKa gruplarinda miR-375'in yiiksek bulunmasidir. Bizim ¢alismamizda miR-
375'in serum seviyelerinin PKa, KP ve BPH hasta gruplar1 arasinda farkli olmamasinin
nedeni, PKa hasta grubumuzda yer alan 6rneklerin metastatik ya da kastrasyona direngli
prostat kanserli hastalardan olusmama ihtimalinin daha yiiksek olmasi seklinde
yorumlanmustir. Zira, ¢alisma gruplarimiz, heniiz PKa tanisi almayan ve dolayisi ile
herhangi bir androjen deprivasyon terapisi almamis olan hastalardan biyopsi Oncesi
alinan kanlardan olugsmaktadir.

Literatiirde yer alan bir ¢calismada, icerisinde miR-375'in de bulundugu miRNA
panelinin plazma seviyelerinin yiiksek riskli ve diisiik riskli PKa'li hastalar arasinda
farkli olmadigr bildirilmistir (Sapre, vd., 2014). Kachakova vd. tarafindan
gerceklestirilen bagka bir ¢calisma ise bizim ¢alismamizla uyumlu bulgular icermektedir.
Bu ¢alismada let-7c, miR-30c, miR-141 ve miR-375'in ekspresyon seviyeleri; 59 PKa'l
hasta, 16 BPH'li hasta ve 11 asemptomatik gen¢ erkekten (ortalama yas 27) olusan
kontrol grubundan alinan plazma Orneklerinde Ol¢iilmiistiir. Calisma sonucunda,
PKa'da BPH grubuna kiyasla en fazla downregiilasyon miR-375'te izlenmistir
(Kachakova, vd., 2015).

Calismamizda PKa ve kanser olmayan hasta gruplar1 arasinda 1.79 Kkat
downregiile olarak bulunan miR-93-5p'nin ekspresyon seviyelerinin PKa'da upregiile

olarak tespit edildigi ¢aligmalar bulundugu gibi, dolasimda yapilan bir ¢aligmada ve
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doku seviyelerinin degerlendirildigi bir bagka ¢alismada, bizim sonuglarimizla uyumlu
olarak yiiksek riskli PKa'da ve lenf nodu metastazi olan grupta downregiile oldugu
belirtilmistir. Bu calismalara kisaca baktigimizda; Ambs vd.'nin 60 prostat timor
dokusu ve 16 normal prostat dokusu iizerinde yaptiklari ¢alismada, miR-93 diizeyleri
PKa'li dokularda normal dokulara kiyasla 1.3 kat upregiile bulunmustur (Ambs, vd.,
2008). Hart vd. tarafindan yapilan ¢alismada normal prostat dokularina kiyasla, organa
sinirlt (pT2) ve ekstrakapsiiler tutulum olan (pT3, NO) PKa dokularinda miR-93
seviyelerinin upregiile oldugunu belirtmislerdir.  Ilging bir sekilde bu calismada
diizeyleri belirlenen miRNA'lardan iglerinde miR-93'iin de bulundugu bazilarinin lenf
nodu metastazi olan prostat tiimorlerinde (pN1), normal dokulara kiyasla diizeylerinin
azaldig1 bildirilmistir (Hart, vd., 2013). PKa'da miR-93'in dolasimdaki seviyelerinin
PKa ve saglikli kontroller arasinda dolagimdaki degisiminin degerlendirildigi Moltzahn
vd. tarafindan yapilan ¢alismada, PKa'da bir skorlama sistemi olan CAPRA skoruna
gore 12 disiik riskli, 12 orta riskli, 12 yiiksek riskli ve 12 saglikli kontroliin serumlari
kullanilmistir. Calisma sonucunda miR-93"in tiim risk grubundaki kanserli hastalardan
olusan grupta ve yiiksek riskli hasta grubunda saglikli kontrollere kiyasla upregiile
oldugu bildirilmistir (Moltzahn, vd., 2011). Oysa Mihelich vd. tarafindan yapilan, 50
BPH'li, 50 diisiik riskli (gleason=3) ve 50 yiiksek riskli (gleason=4 ve 5) hastada
miRNA'larin  serumdaki seviyelerinin arastirildigi ¢alismada, mMiR-93'tin serum
seviyeleri, yliksek riskli PKa grubunda BPH'a ya da diisiik riskli PKa grubuna kiyasla
onemli oranda downregiile olarak tespit edilmistir (Mihelich, vd. 2015).

Calismamizda miR125b-5p, -30c-5p, -26b-5p, -223-3p ve let-7c-5p serum
seviyelerinin PKa'li hasta grubunda kanser olmayan gruba kiyasla downregiile
bulunmasi literatiirde mevcut olan diger arastirmalar ile uyumludur. Mihelich vd.
tarafindan yapilan, 50 BPH'l, 50 disiik riskli (gleason=3) ve 50 yiiksek riskli
(gleason=4 ve 5) hastada miRNA'larin serumdaki seviyelerinin arastirildigi ¢alismada,
miR-30c ve miR-223'iin serum seviyeleri, yiiksek riskli PKa grubunda BPH'a ya da
diisiik riskli PKa grubuna kiyasla onemli oranda downregiile olarak tespit edilmistir
(Mihelich, vd. 2015). Kachakova vd. tarafindan 59 PKa'li hasta, 16 BPH'l1 hasta ve 11
asemptomatik geng erkekten (ortalama yas 27) olusan kontrol grubundan alinan plazma
orneklerinde gergeklestirilen ¢alismada let-7¢ ve miR-30c ekspresyon seviyeleri PKa'da

BPH'a kiyasla downregiile olarak tespit edilmistir (Kachakova, vd., 2015). Moltzahn
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vd. tarafindan yapilan ¢alismada, PKa'da bir skorlama sistemi olan CAPRA skoruna
gore 12 disiik riskli, 12 orta riskli, 12 yiiksek riskli ve 12 saglikli kontroliin serumlar1
kullanilarak yapilan ¢alisma sonucunda, miR-223, -30c ve let-7'nin serum seviyeleri,
tim risk grubundaki kanserli hastalardan olusan grupta saglikli kontrollere kiyasla
downregiile olarak tespit edilmistir (Moltzahn, vd., 2011). miR-125b'nin serumdaki
seviyeleri ile ilgili ilging bir bulgu, Singh vd. tarafindan yapilan ¢alismada sunulmustur.
Radikal prostatektomi sonrasi rekiirrens gelisen 31 PKa hastas1 ve rekiirrens gelismeyen
62 hastanin dahil edildigi ¢calismada, miR-125b'min serum seviyelerinin rekiirren PKa
olan hasta grubunda rekiirren PKa gelistirmeyenlere kiyasla upregiile oldugu tespit
edilmigtir. Oysa ayni hastalarin tiimoér dokulart {lizerinde yapilan ¢alismada, miR-
125b'nin azalmis seviyelerinin rekiirren PKa'nin tahminin de kullanilabilecegi
belirtilmistir. Bu durum yazarlar tarafindan, agresif tiimérlerde miR-125b'nin aktif
olarak dolasima tasindigi ve boylece, rekiirren PKa'li hastalarin serumlarinda prostat
dokusuna kiyasla diisiik bulundugu seklinde yorumlanmstir (Singh, vd., 2014).

Dolasimdaki ¢aligmalara ilave olarak, ¢alismamizda PKa'da downregiile olarak
tespit edilen miR-125b, -223, -30c, -26b ve let-7c'nin doku seviyelerinin
degerlendirildigi ¢alismalarda da bu miRNA'larin PKa'li dokularda degisimi
bildirilmistir. He vd. tarafindan Cinli hasta grubunda 4 PKa'li doku ve bu dokularin
komsu normal dokularinin kullanildigr ¢alismada, miR-30c ve -26b PKa'da downregiile
olarak tespit edilmistir (He H, vd., 2013). Ling vd. tarafindan yapilan ¢aligmada miR-
30c'nin doku seviyelerinin PKa'da kontrole kiyasla downregiile oldugu bildirilmistir.
Dahasi, miR-30c'nin PKa'daki downregiilasyonu, yiiksek gleason skoru, ileri patolojik
evre ve biyokimyasal rekiirrens ile iligkili bulunmustur (Ling, vd., 2014). Ozen vd. 10
benign prostat dokusu ve 30 PKa dokusu iizerinde yaptiklari ¢alismada, miR-125b ve
let-7c seviyelerinin, PKa'da 6nemli oranda downregiile oldugunu bildirmislerdir (Ozen,
vd., 2008).

Calismamizda 6nemli bir bulgu da BPH'a kiyasla KP'de miRNA seviyelerinin
farklt olmasidir. BPH'a kiyasla KP'de miR-93-5p ve miR-331-3p upregiile olurken,
miR-26b-5p, let-7c-5p ve mIiR-223-3p onemli diizeyde downregiile olmustur.
Literatirde KP'de dolasimdaki miRNA'larin degisimini gdsteren bir yayma
ulagilamamustir. Bu itibarla ¢alismamiz KP'de miRNA'larin dolasimdaki seviyelerinin

degerlendirildigi ilk ¢aligmadir.
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Literatiirde konu ile ilgili olarak ¢ok yakin bir zamanda yaymlanan ve Kronik
Prostatit/Kronik Pelvik Agri Sendromu (KP/KPAS) tanist alan hastalarin prostat
sekresyonunda miRNA'larin seviyesi 0l¢iildiigii ¢alisma sonucunda, KP/KPAS kategori
IITA olan hasta grubunda (n=30) saglikli kontrol grubuna (n=33) kiyasla miR-141-3p,
miR-21-5p, miR-30a-5p, miR-30d-5p ve miR-103a-3p'nin prostatik sekresyondaki
seviyelerinin 2 kattan fazla upregiile oldugu bildirilmistir (Chen, vd., 2018).

Prostat disindaki organlarin kronik inflamasyonunda miRNA'larin tanisal
degerinin arastirildigi bazi ¢alismalar bulunmaktadir. Xin vd. tarafindan 20 erken
kronik pankreatit, 20 ge¢ kronik pankreatit ve 18 saglikli kontrol serumlarinda qRT-
PCR ile yaptiklart miRNA analizinde, erken kronik pankreatitte saglikli kontrole kiyasla
miR-221 ve miR-130a'nin seviyelerinin upregiile oldugunu, ge¢ kronik pankreatitte ise
miR-320a-d seviyelerinin upregiile oldugunu bildirmislerdir (Xin, vd., 2017). Di Pietro
vd.'nin 15 kronik endometrit ve 15 saglikli kadimi dahil ettikleri bir diger ¢alismada ise
kronik endometritte saglikli kontrollere kiyasla serum ve endometrium dokusunda miR-
27a-3p ve -124-3p seviyelerinin upregiile oldugu ve kronik endometrit tanisinda bu
miRNA'larin kullanilabilecegi belirtilmistir (Di Pietro, vd., 2018).

Literatiirdeki c¢aligmalarin da ortaya koydugu gibi c¢esitli organlarin kronik
inflamasyonunda miRNA seviyeleri degismektedir. Bizim ¢alismamizda BPH'a kiyasla
KP'de miRNA seviyelerindeki degisim, miR-93-5p ve miR-331-3p hari¢ PKa ile ayni
yonde tespit edilmistir. Bu iki miRNA'da ise BPH'a kiyasla KP'de upregiilasyon
varken, PKa'da downregiilasyon vardir. Caligmamizda, BPH'a kiyasla KP'li hastalarin
serum seviyelerinde farklilik gézlenen miRNA'larin inflamasyon siirecinde molekiiler
diizeydeki etkilerine yonelik bir arastirma yapilmamistir. Ancak, literatiirde konu ile
ilgili yapilan ¢aligmalarda, miRNA'larin inflamasyon siirecinde aktif rol oynadiklar1 ve
dahas1 pro-inflamatuvar sitokinler {lizerinden kanser gelisiminde rollerinin olabilecegi
belirtilmektedir.

Fabbri vd. tarafindan yapilan ¢alisma ile miRNA'larin "toll like receptor" (TLR)
ailesi ile iligkileri ortaya konulmustur. Bu ¢aligmada miR-21 ve miR-29a'nin miirin
TLR-7 ve insan TLR-8 reseptoriine ligand olarak baglanmasinin, prometastatik
inflamatuvar cevaplara aracilik ederek, timor biiylimesi ve metastazina yol agabilecegi
belirtilmistir (Fabbri, vd., 2012). Benzer sckilde, natural killer hiicrelerinde
miRNA'larin TLR-1 ile ligand olarak etkilesime girmesiyle niikleeer faktor kB sinyal
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yolagini aktive ettigi ve boylece miRNA'larin, konagin enfeksiyonlara kars1 cevabi ya
da neoplazik donilisiimiine etki edebilecegi bildirilmistir (He S, vd., 2013). Ayrica,
miR-155 ve miR-146a gibi miRNA'larin TNF-a, IL-1p, NF-kB gibi molekiiler yolaklar
iizerinden inflamasyonda rol oynadig belirtilmistir (Raisch, vd., 2013). Inflamatuvar
stireglerde rol oynadig1 gosterilen miR-21, miR-155 gibi miRNA'lara bakildiginda, bu
miRNA'larmn iyi tanimlanmisg birer onkogen olduklar1 dikkat ¢ekici bir bulgudur.

KP, PSA'min yiikselmesine neden olarak, PSA temelinde yapilan PKa
taramalarinda ayrici taniya etki eden ve PKanin BPH'tan ayriminda PSA'nin
performansini etkileyen 6nemli bir faktordiir. Calismamizda diizeyleri 6lgiilen miRNA
seviyelerinde, BPH'a kiyasla KP ve PKa'da kademeli bir degisimin olmasi, molekiiler
diizeyde gerceklesen inflamasyon ve kanser donilisiimii siireglerinin dolasimdaki
miRNA profiline de yansidigini diislindiirmektedir. Bu itibarla, dolasimdaki miRNA
seviyelerinin sadece BPH ve PKa ayriminda degil, ayn1 zamanda bu ikisi arasindaki
ayrimi giiclestiren KP'nin ayrici tanisinda da kullanilmasimin miimkiin olabilecegini
diisiinmekteyiz.

Calismamizda, miRNA'larin tanisal yeterliliklerine yonelik analizler de
gerceklestirildi.  Bu kapsamda miRNA'larin PKa'nin kanser olmayan gruptan
ayrimindaki tanisal performanslari ayr1 ayr1 ve kombine olarak degerlendirildi. Ayrica,
PKa, BPH ve KP'nin birbirlerinden ayriminda miRNA'larin tanisal performanslari da
degerlendirildi. Analiz sonucunda, yedi miRNA'nin PKa ile kanser olmayan grubun
ayrimindaki tanisal performansi istatistiksel olarak 6énemli bulundu. Bu miRNA'lar i¢in
PKa'nin kanser olmayan gruptan ayriminda AUC degerleri miR-375 i¢in 0.781, miR-
93-5p igin 0,662, miR-125b-5p igin 0.782, MiR-30c-5p i¢in 0.762, miR-26b-5p igin
0.874, let-7c-5p icin 0.845 ve miR-223-3p i¢in 0.817 olarak hesaplandi. En yiiksek
AUC degerine sahip olan miR-26b-5p'nin kanser olmayan hasta grubu ile kanserli hasta
grubunun ayriminda sahip oldugu spesifisite degeri %83 iken, sensitivite degeri %82
olarak belirlenmistir. Bu kestirim degerinde miR-26b-5p, %82 PPD ve %83 NPD'ye
sahiptir (bkz. Tablo 4.9).

Konu ile ilgili diger ¢aligmalara baktigimizda, Moltzahn vd. saglikli kontrolden
cesitli risk diizeylerinden olusan kanser grubunun ayriminda miR-223"in AUC degerini
0.876, miR-93"in AUC degerini ise 0.907 olarak hesaplamislardir (Moltzahn, vd.,
2011). Cheng vd.'nin 21 mKDPK ve 20 saglikli kontrol grubunun serumlarinda
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yaptiklari dogrulama calismasinda, miR-141, -375, -200a, -200c ve -210 diizeylerini
saglikli kontrollere kiyasla mKDPK grubunda yiiksek bulmuslardir. Bu ¢alismada miR-
141'in AUC degeri 0.842, miR-375'in AUC degeri ise 0.660 olarak hesaplanmistir
(Cheng, vd., 2013). Kotb vd. 10 PKa ve 10 BPH'l1 hastadan olusan ¢alisma grubunda
miR-21 ve -221'in serum seviyelerini PKa'da upregiile bulmuslar ve BPH'tan PKa'nin
ayriminda miR-21 i¢in spesifisite ve sensitivite %90 olarak hesaplanmisken, miR-221
icin spesifisite ve sensitivite %80 olarak hesaplanmstir (Kotb, vd., 2014). Kachakova
vd. tarafindan 59 PKa'li hasta ile 16 BPH ve 27 saglikli gen¢ erkekten olusan grupta
yapilan calismada, BPH'tan PKa'min ayriminda miR-375 icin AUC degeri 0.809,
spesifisite %73 ve sensitivite %81; let-7c i¢cin AUC degeri 0.757, spesifisite %61 ve
sensitivite %75; miR-30c i¢in AUC degeri 0.630, spesifisite %42 ve sensitivite %63;
miR-141 i¢in AUC degeri 0.510, spesifisite %71 ve sensitivite %50 olarak
hesaplanmistir (Kachakova, vd., 2015).

Calismamiz kapsaminda miRNA'larin kombinasyonlarinin tanisal yeterlilikleri
de lojistik regresyon analizi ile degerlendirildi. PKa'y1 kanser olmayan gruptan ayrimda
miR-375 ve miR-26b-5p'nin kombinasyonu, tek baslarina miRNA'larin sahip olduklar
AUC degerlerinden daha yiiksek bir AUC degeri saglamistir. Bu kombinasyona diger
miRNA'larin katilmas1 tanisal yeterliligi etkilememis ya da azaltmistir. Bu iki
miRNA'nin PKa'min kanser olmayan gruptan ayrimindaki AUC degeri 0.891,
spesifisitesi %83, sensitivitesi ise %91 olarak hesaplanmistir. BPH grubundan KP ve
PKa'dan olusan grubun ayriminda miR-375 ve miR-26b-5p kombinasyonunun AUC
degeri ise 0.896 olmustur ve bu deger, tek basma miR-223-3p'nin sagladigr 0.924
degerinden daha distiktiir (bkz Tablo 4.10).

Literatiirde c¢esitli miRNA'larin kombinasyonlarinin tanisal yeterliliklerine
yonelik ¢alismalar bulunmaktadir. Chen vd. 44 BPH, 80 PKa ve 54 saglikli kontrolden
olusan ¢alisma grubunda, miR-622, -1285, -30c, let-7c ve let-7e'nin kombinasyonunun
PKa'nin saglikli kontrolden ayriminda AUC degerini 0.860, BPH'tan ayriminda ise
0.924 olarak hesaplamislardir (Chen, vd., 2012). Shen vd., D'Amico skoruna gore 38
diistik riskli ve 17 yiiksek riskli PKa'li hastanin plazma 6rneklerinde miR-20a, -21, -145
ve -221'in kombinasyonunun, diisiik riskli PKa ile yiiksek riskli PKa ayriminda AUC
degerini 0.824, spesifisiteyi %97 ve sensitiviteyi %29 olarak hesaplamiglardir (Shen,
vd., 2012). Mihelich vd. tarafindan gleason skoruna gore 50 diisiik risk, 50 yiiksek risk
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ve 50 BPH'li hasta grubunda yapilan ¢alismada, igerisinde miR-26b, -223, -30c ve -
93'lin de bulundugu 14 miRNA'nin diizeyleri yiiksek riskli PKa'da BPH ve diisiik riskli
PKa'ya kiyasla downregiile bulunmustur. Bu 14 miRNA'nin kombinasyonunun, diisiik
riskli PKa'dan yiiksek riskli PKa'nin ayriminda NPD %100 ve PPD %59 olarak
hesaplanmistir (Mihelich, vd., 2015).

Calismamiz kapsaminda KP'nin, PKa ile BPH ayriminda interfere edici bir
faktor olup olmadig1 da degerlendirildi. Bu amag¢ dogrultusunda ilk dnce KP grubu,
PKa grubuna dahil edilerek, olusturulan bu yeni grubun BPH'tan ayriminda
miRNA'larin tanisal yeterlilikleri degerlendirildi. Daha sonra BPH, KP ve PKa
gruplarmin ayr1 ayr1 birbirlerinden ayriminda miRNA'larin tanisal yeterlilikleri
degerlendirildi.

KP'li hasta grubunu PKa grubuna dahil ederek, BPH'tan PKa ve KP'li
hastalardan olusan grubun ayrimimda miRNA'larin tanisal yeterliliklerinin degisip
degismediginin degerlendirildigi analiz sonucunda, dort miRNA'nin AUC degerlerinin
yiikseldigi goriildii (bkz. Tablo 4.8). Bu miRNA'lar i¢in hesaplanan AUC degerleri;
miR-375 i¢in 0.798, MiR-26b-5p i¢in 0.889, let-7¢-5p ig¢in 0.857 ve miR-223-3p i¢in
0.924 olmustur. Dort miRNA'nin AUC degerlerinin yiikselmis olmasi, bu miRNA'larin
KP'li hasta serumlarindaki ekspresyon seviyelerinin BPH'tan ¢ok kanser grubuna daha
yakin oldugunu gostermektedir. En yiiksek AUC degerine sahip olan miR-223-3p'nin
BPH'tan PKa ve KP'li hastalardan olusan grubun ayriminda spesifisitesi %88,
sensitivitesi %84 olarak hesaplandi. Ayni kestirim degerinde PPD %92, NPD %76
olarak hesaplandi.

KP grubunun analize dahil edilmemesi ile BPH'tan PKa'min ayriminda
miRNA'larin  AUC degerlerinin, miR-93-5p disinda genellikle daha da arttig1
goriilmiistiir. BPH'tan PKa'nin ayriminda en yliksek AUC degerleri sirasiyla miR-223-
3p, -26b-5p ve let-7¢c-5p i¢in hesaplanmistir. miR-223-3p'nin kanser olmayan gruptan
PKa'nin ayriminda AUC degeri 0.817'den 0.938'e yiikselmektedir. Bu durumda miR-
223-3p'nin sensitivitesi %88 olarak ayni kalirken, spesifisitesi %71'den %388'e
yiikselmektedir. miR-26b-5p'nin kanser olmayan gruptan PKa'nin ayrimindaki AUC
degeri 0.874 iken BPH'tan PKa'nin ayrimindaki AUC degeri 0.926'ya yiikselmistir. Bu
durumda miR-375"n sensitivitesi %82 olarak ayni kalirken, spesifisitesi %83'den

%92'ye yiikselmektedir. Benzer sekilde let-7c'nin kanser olmayan gruptan PKa'nin
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ayrimindaki AUC degeri 0.845 iken, BPH'tan PKa'nin ayrimindaki AUC degeri 0.888'e
yiikselmistir. Ilging olan, BPH'tan PKa ayriminda diger miRNA'larmn aksine let-7¢'nin
spesifisitesi degil, sensitivitesi artmistir. Bu durumda let-7c'nin spesifisitesi yaklasik
olarak ayni kalirken (%71'den %72'e ¢ikmaktadir) sensitivitesi %76'dan %91'e
yiikselmektedir. Sadece bir istisna olarak, miR-93-5p'nin kanser olmayan gruptan
PKa'nin ayrimindaki AUC degeri 0.662 ile anlamli iken, BPH'tan PKa'nin ayrimindaki
AUC degeri 0.629'a diismiis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (bkz. Tablo
4.8 ve Tablo 4.9).

BPH'tan PKa'nin ayriminda en yiiksek AUC degeri miR-375 ve miR-26b-5p
kombinasyonu ile saglanmigtir. miR-375 ve miR-26b-5p kombinasyonunun kanser
olmayan gruptan PKa'nin ayrimindaki AUC degeri 0.891'den 0.944'e yiikselmektedir.
Bu durumda miR-375 ve miR-26b-5p kombinasyonunun sensitivitesi %91 olarak ayni
kalirken, spesifisitesi %83'ten %92'ye yiikselmektedir (bkz. Tablo 4.10 ve Sekil 4.6).

Calismamiz kapsaminda ulasilan bulgulara goére, miRNA'larin gerek tek tek
gerekse kombinasyonlarmin PKa'nin tanisindaki yeterlilikleri tizerinde KP'nin etkisi
bulunmaktadir. Literatiirde yer alan ve yukarida bahsettigimiz bir ¢ok caligmada BPH
ve PKa'nin ayrici tanisi lizerinde c¢alismalar yapilmistir. Calismamiz, PKa tanisinda
miRNA'larn etkinligi degerlendirilirken, yapilan farkli ¢alismalarda ~%32 (Carver, vd.,
2003) ile ~%21 (Wu, vd., 2013) gibi yiiksek bir prevalansa sahip oldugu ortaya konulan
KP'nin de dikkate alinmasi gerektigini net bir sekilde ortaya koymustur.
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6. SONUC

Calismamizda on iki adet miRNA'nin BPH, KP ve PKa'li hasta serumlarindaki
seviyeleri degerlendirilmistir. Bu miRNA'lardan alt1 tanesinin PKa'da istatistiksel olarak
onemli oranda downregiile oldugu goriilmistir. Bu miRNA'larin PKa'nin benign
durumlardan ayriminda tek tek ya da kombine olarak giiclii birer biyobelirteg aday1
olduklar1 degerlendirilmistir.

Literatiirde yer alan ¢alisma sonuglari ile ¢alismamizda elde edilen sonuglar
arasinda uyumlu bulgular oldugu gibi baz1 farklilar da bulunmaktadir. Ozellikle gRT-
PCR yontemi ile yapilan 6l¢iimlerde normalizasyon yontemi, kullanilan farkli cihazlar
ve kitler i¢in bir standardin bulunmamasi, miRNA'larin literatiirde bulunan farkl
sonuclarinin nedenleri arasinda olabilir. Ayrica, genel olarak kanserin ve 6zel olarak
PKa'nin dinamik bir yapi igerisinde bulunmasi ve kastrasyona direnc¢ gelisimi gibi
tedaviye bagli hiicresel degisikliklerin goriilebilmesi, farkli g¢aligmalardaki PKa'li
hastalarin birbirinden ayr1 &zellikler tasiyabilecegini diisiindiirmektedir. Bu durum,
literatlirdeki farkli sonuglara neden olabilecek faktorler arasinda sayilabilir.

Calismamizda analiz edilen miRNA'larin tanisal yeterliligine iliskin bulgular
neticesinde ortaya konulan 6nemli sonuglardan birisi de, serum miRNA seviyeleri
agisindan KP grubunun PKa ile benzer olmasidir. Boylelikle, prostatin benign
hastaliklar1 ile PKamin ayriminda miRNA'larin  tamisal  performanslarinin
degerlendirilmesinde KP'nin 6nemli bir interferans faktorii olabilecegi ilk defa bu
calisma ile ortaya konulmustur.

Caligmamizda ozellikle miR-375 ve miR-26b-5p kombinasyonunun PKa'nin
BPH'tan ayriminda en yiiksek AUC degerini saglamasi, PKa tanisinda miRNA
kombinasyonlarinin, tek tek miRNA'larin kullanimina kiyasla daha yiiksek bir tanisal
etkinlik saglayabilecegini gostermektedir.

miRNA'larin klinik tanida kullanimlarinin netlestirilmesi ve literatiirde var olan
farkli sonuclarin sebeplerinin ortaya konulabilmesi i¢in daha standardize kosullarda ve
cok sayida hasta orneklerinin calismaya dahil edildigi daha biiyiik ¢alismalara ihtiyag

oldugunu diistinmekteyiz.



93

KAYNAKLAR

Ablin, RJ., "Immunologic studies of normal, benign, and malignant human prostatic
tissue”, Cancer, 29(6): 1570-1574 (1972).

Agaoglu, FY., Kovancilar, M., Dizdar, Y., vd., "Investigation of miR-21, miR-141, and
miR-221 in blood circulation of patients with prostate cancer”, Tumour Biology,
32(3):583-588 (2011).

Akbayir, S. ve Muslu, N., "Prostat Kanseri Tanisinda Prostat Spesifik Antijen ve
Tiirevleri", Tiirk Klinik Biyokimya Dergisi, 14(3): 189-204 (2016).

Allegra, A., Alonci, A., Campo, S., vd., "Circulating microRNAs: New biomarkers in
diagnosis, prognosis and treatment of cancer”, International Journal of
Oncology, 41: 1897-1912 (2012).

Amankwah, E.K., Anegbe, E., Park, H., vd.,, "miR-21, miR-221 and miR-222
expression and prostate cancer recurrence among obese and non-obese cases”,
Asian Journal of Andrology, 15: 226-230 (2013).

Ambs, S., Prueitt, R.L., Yi, M., vd., "Genomic Profiling of MicroRNA and Messenger
RNA Reveals Deregulated MicroRNA Expression in Prostate Cancer”, Cancer
Research, 68(15): 6162-6170 (2008).

Angelis, G.D., Rittenhouse, H.G., Mikolajczyk,S.D., vd., "Twenty Years of PSA: From
Prostate Antigen to Tumor Marker", Reviews in Urology, 9(3): 113-123 (2007).

Asadi, M., Shanehbandi, D., Mohammadpour, H., vd., "Expression Level of miR-34a in
Tumor Tissue from Patients with Esophageal Squamous Cell Carcinoma”,
Journal of Gastrointestinal Cancer, Online ISSN 1941-6636 (2018).

Ashley, V., Alford, MD., Joseph, M., vd., "The Use of Biomarkers in Prostate Cancer
Screening and Treatment”, Reviews in Urology, 19(4): 221-234 ( 2017).

Bailey, S.V., ve Brewster, S.F. "Prostate cancer: to screen or not to screen", Archivos
Espanoles de Urologia, 64(5): 406-418 (2011).

Balk, S.P., Ko Y.J. ve Bubley, G.J., "Biology of Prostate-Specific Antigen", Journal of
Clinical Oncology, 21(2): 383-391 (2003).

Balzano, F., Deiana, M., Giudici, S.D., vd., "miRNA Stability in Frozen Plasma
Samples"”, Molecules, 20, 19030-19040 (2015).

Bashir, M.N., "Epidemiology of Prostate Cancer", Asian Pacific Journal of Cancer
Prevention, 16 (13): 5137-5141 (2015).

Bensalah, K., Lotan, Y., Karam, J.A. ve Shariat, S.F., "New circulating biomarkers for
prostate cancer", Prostate Cancer and Prostatic Diseases, 11, 112-120 (2008).

Berman, D.M., Rodriguez, R. ve Veltri, R.W., "Development, Molecular Biology, and
Physiology of the Prostate”, CAMPBELL-WALSH Urology, Tenth Edition,
Wein, A.J., Elsevier Saunders, Philadelphia, 2533-2569 (2012).



94

KAYNAKLAR (Devam ediyor)

Borgono, C.A., Michael, L.P. ve Diamandis, E.P., "Human Tissue Kallikreins:
Physiologic Roles and Applications in Cancer", Molecular Cancer Research, 2:
257-280 (2004).

Bo6hm, L., Serafin, A., Akudugu, J., vd., "uPA/PAI-1 ratios distinguish benign prostatic
hyperplasia and prostate cancer”, Journal of Cancer Research and Clinical
Oncology, 139(7): 1221-1228 (2013).

Brase, J.C., Johannes, M., Schlomm, T., vd., "Circulating miRNAs are correlated with
tumor progression in prostate cancer”, International Journal of Cancer,
128(3):608-616 (2011).

Brawley, O.W., Ankerst, D.P. ve Thompson, I.M., "Screening for prostate cancer”, CA:
A Cancer Journal for Clinicians, 59(4): 264-273 (2009).

Briganti, A., Capitanio, U., Suardi, N. vd., "Benign Prostatic Hyperplasia and Its
Aetiologies", European Urology Supplements, 8: 865-871 (2009).

Bryant, R.J., Pawlowski, T., Catto, J.W., vd., "Changes in circulating microRNA levels
associated with prostate cancer”, British Journal of Cancer, 106(4): 768-774
(2012).

Calin, G.A., Dumitru. C.D., Shimizu, M., vd., "Frequent deletions and down-regulation
of micro-RNA genes miR15 and miR16 at 13914 in chronic lymphocytic
leukemia”, Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA,
99(24): 15524-15529 (2002).

Carlsson, J., Davidsson, S., Helenius, G., vd., "A miRNA expression signature that
separates between normal and malignant prostate tissues”, Cancer Cell
International, 11: 14 (2011).

Carter, H.B., "Differentiation of lethal and non lethal prostate cancer: PSA and PSA
isoforms and kinetics", Asian Journal of Andrology, 14: 355-360 (2012).

Carver, B.S., Bozeman, C.B., Williams B.J. ve Venable D.D., "The prevalence of men
with National Institutes of Health category IV prostatitis and association with
serum prostate specific antigen™, Journal of Urology, 169(2): 589-591 (2003).

Catalona, W.J., Partin, AW., Sanda, M.G., vd., "A Multi-Center Study of [-2]Pro-
Prostate-Specific Antigen (PSA) in Combination with PSA and Free PSA for
Prostate Cancer Detection in the 2.0 to 10.0 ng/mL PSA Range", Journal of
Urology, 185(5): 16501655 (2011).

Catalona, W.J., Partin, A.W., Slawin, K.M., vd., "Use of the percentage of free prostate-
specific antigen to enhance differentiation of prostate cancer from benign prostatic
disease: a prospective multicenter clinical trial”, The Journal of the American
Medical Association, 279(19): 1542-1547 (1998).



95

KAYNAKLAR (Devam ediyor)

Catalona, W.J., Smith, D.S., Ratliff, T.L., vd., "Measurement of prostate-specific
antigen in serum as a screening test for prostate cancer”, The New England
Journal of Medicine, 324(17):1156-1161(1991).

Chen, Y., Chen, S., Zhang, J., vd., "Expression profile of microRNAs in expressed
prostatic secretion of healthy men and patients with [1lIA chronic
prostatitis/chronic pelvic pain syndrome"”, Oncotarget, 9(15): 12186-12200 (
2018).

Chen, Z.H., Zhang, G.L., Li, H.R., vd.,"A panel of five circulating microRNAs as
potential biomarkers for prostate cancer", Prostate, 72(13): 1443-1452 (2012).

Cheng, H.H., Mitchell, P.S., Kroh, E.M., vd., "Circulating microRNA Profiling
Identifies a Subset of Metastatic Prostate Cancer Patients with Evidence of
Cancer-Associated Hypoxia", PLoS One, 8 (7): 69239 (2013).

Cimmino, A., Calin G.A., Fabbri, M., vd., "miR-15 and miR-16 induce apoptosis by
targeting BCL2", Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA,
102(39): 13944-13949 (2005).

Cochetti, G., Poli, G., Guelfi, G., vd., "Different levels of serum microRNA s in prostate
cancer and benign prostatic hyperplasia: evaluation of potential diagnostic and
prognostic role™, OncoTargets and Therapy, 9: 75457553 (2016).

Coker, T.J. ve Dierfeldt, D.M., "Acute Bacterial Prostatitis: Diagnosis and
Management", American Family Physician Journal, 93(2): 114-120 (2016).

Cortez, M.A., Bueso-Ramos, C., Ferdin, J., vd., "MicroRNAs in body fluids—the mix
of hormones and biomarkers", Nature Reviews Clinical Oncology, 8(8): 467477
(2011).

Costello, L.C. ve Franklin, R.B., "The clinical relevance of the metabolism of prostate
cancer; zinc and tumor suppression: connecting the dots"”, Molecular Cancer, 5:
17 (2006).

Croswell, J.M., Kramer, B.S. ve Crawford, E.D., "Screening for Prostate Cancer With
PSA Testing: Current Status and Future Directions”, Oncology, 25(6): 1-14
(2006).

Daniels, N.A., Ewing, S.K., Zmuda, J.M., vd., "Correlates and prevalence of prostatitis
in a large community-based cohort of older men”, Urology, 66(5): 964-970
(2005).

Daugaard, I., Veno, M.T., Yan, Y., vd., "Small RNA sequencing reveals metastasis-
related microRNAs in lung adenocarcinoma”, Oncotarget, 8(16): 27047-27061
(2017).

Dennis, L.K., Lynch, C.F. ve Torner, J.C., "Epidemiologic association between
prostatitis and prostate cancer"”, Urology, 60(1): 78-83 (2002).



96

KAYNAKLAR (Devam ediyor)

Detassis, S., Grasso, M., Vescovo, V.D. ve Denti, M.A., "microRNAs Make the Call in
Cancer Personalized Medicine", Frontiers in Cell and Developmental Biology, 5:
86 (2017).

Di Pietro, C., Caruso, S., Battaglia, R., vd., "MiR-27a-3p and miR-124-3p, upregulated
in endometrium and serum from women affected by Chronic Endometritis, are
new potential molecular markers of endometrial receptivity”, American Journal
of Reproductive Immunology, e12858 (2018).

Doat, S., Cénée, S., Trétarre, B., vd., "Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDSs)
and prostate cancer risk: results from the EPICAP study”, Cancer Medicine,
6(10): 2461-2470 (2017).

Endzelins, E., Melne, V., Berger, A., vd., "Detection of circulating miRNAs:
comparative analysis of extracellular vesicle-incorporated miRNAs and cell-free
miRNAs in whole plasma of prostate cancer patients”, BMC Cancer, 17: 30
(2017).

Endzelins, E., Melne, V., Kalnina, Z., vd., "Diagnostic, prognostic and predictive value
of cell-free miRNAS in prostate cancer: a systematic review", Molecular Cancer,
15: 41 (2016).

Epis, M.R., Giles, K.M., Beveridge, D.J., vd., "miR-331-3p and Aurora Kinase inhibitor
Il co-treatment suppresses prostate cancer tumorigenesis and progression”,
Oncotarget, 8(33): 55116-55134 (2017).

Erdemir, F., "Kronik Prostatit/Kronik Pelvik Agri Sendromunda Etyoloji ve Tan1",
Endoiiroloji Biilteni, 9: 1-9 (2016).

Erdemir, F., Parlaktas, B.S. ve Uluocak, N., "Prostatitlerin Patofizyolojisi, Tanis1 ve
Tedavisindeki Yenilikler", Uroloji Biilteni, 18:147-155 (2007).

Ergun, O. ve Kosar, A., "Prostat kanseri ve kronik prostatit iliskisi", S.D.U. Tip
Fakiiltesi Dergisi, 17(3): 28-31 (2010).

Esfahani, M., Ataei, N. ve Panjehpour, M., "Biomarkers for Evaluation of Prostate
Cancer Prognosis"”, Asian Pacific Journal of Cancer Prevention, 16 (7): 2601-
2611 (2015).

Fabbri, M., Paone, A., Calore, F., vd., "MicroRNAs bind to Toll-like receptors to induce
prometastatic inflammatory response”, Proceedings of the National Academy of
Sciences of the USA, Published online, E2110-E2116 (2012).

Filella, X. ve Foj, L., "miRNAs as novel biomarkers in the management of prostate
cancer"”, Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, 55(5): 715-736 ( 2017).

Flint, M., McAlister, D.A., Agarwal, A. ve du Plessis, S.S., "Male Accessory Sex
Glands: Structure and Function”, Mammalian Endocrinology and Male
Reproductive Biology, Singh, S.K., CRC Press, 245-257 (2015).



97

KAYNAKLAR (Devam ediyor)

Foo, K.T., "Pathophysiology of clinical benign prostatic hyperplasia”, Asian Journal of
Urology, 4:152-157 (2017).

Fujita, K., Ewing, C.M., Chan, D.Y.S., vd., "Endoglin (CD105) as a urinary and serum
marker of prostate cancer”, International Journal of Cancer, 124: 664-669
(2009).

Garofalo, M., Quintavalle, C., Romano, G., vd., "miR221/222 in Cancer: Their Role in
Tumor Progression and Response to Therapy”, Current Molecular Medicine,
12(1): 27-33 (2012).

Ghosh, A., Dasgupta, D., Ghosh, A., vd., "MiIRNA199a-3p suppresses tumor growth,
migration, invasion and angiogenesis in hepatocellular carcinoma by targeting
VEGFA, VEGFR1, VEGFR2, HGF and MMP2", Cell Death and Disease, 8:
e2706 (2017).

GLOBOCAN, "Prostate Cancer Estimated Incidence, Mortality and Prevalence
Worldwide in 2012", International Agency For Research On Cancer,
http://globocan.iarc.fr/old/FactSheets/ cancers/prostate-new.asp, (Ziyaret Edilme
Tarihi: 08.03.2018).

Goffin, V., Hoang, D.T., Bogorad, R.L. ve Nevalainen, M.T., "Prolactin regulation of
the prostate gland: a female player in a male game", Nature Reviews Urology,
8(11): 597-607 (2011).

Gonzales, J.C., Fink, L.M., Goodman, O.B., vd., "Comparison of circulating MicroRNA
141 to circulating tumor cells, lactate dehydrogenase, and prostate-specific
antigen for determining treatment response in patients with metastatic prostate
cancer”, Clinical Genitourinary Cancer, 9(1): 39-45(2011).

Goto, Y., Kojima, S., Nishikawa, R., vd., "MicroRNA expression signature of
castration-resistant prostate cancer: the microRNA-221/222 cluster functions as a
tumour suppressor and disease progression marker"”, British Journal of Cancer,
113: 1055-1065 (2015).

Gui, B., Hsieh, C-L., Kantoff, P.W., vd., "Androgen receptor-mediated downregulation
of microRNA-221 and -222 in castrationresistant prostate cancer”, PLoS One,
12(9): e0184166 (2017).

Guzel, E., Karatas, O.F., Semercioz, A., vd., "ldentification of microRNAs
differentially expressed in prostatic secretions of patients with prostate cancer”,
International Journal of Cancer, 136: 875-879 (2015).

Guzman, H., Sanders, K., Idica, A., vd., "miR-128 inhibits telomerase activity by
targeting TERT mRNA", Oncotarget, 9(17): 13244-13253 (2018).

Haj-Ahmad, T.A., Abdalla, M.A.K. ve Haj-Ahmad, Y., "Potential Urinary miRNA
Biomarker Candidates for the Accurate Detection of Prostate Cancer among
Benign Prostatic Hyperplasia Patients", Journal of Cancer, 5(3): 182-191 (2014).



98

KAYNAKLAR (Devam ediyor)

Haldrup, C., Kosaka, N., Ochiya, T., vd., "Profiling of circulating microRNAs for
prostate cancer biomarker discovery”, Drug Delivery and Translational
Research, 4(1): 19-30 (2014).

Hamam, R., Hamam, D., Alsaleh, K.A., vd., "Circulating microRNAs in breast cancer:
novel diagnostic and prognostic biomarkers", Cell Death and Disease, 8: e3045
(2017).

Harris, W.P., Mostaghel, E.A., Nelson, P.S. ve Montgomery, B., "Androgen deprivation
therapy: progress in understanding mechanisms of resistance and optimizing
androgen depletion”, Nature Clinical Practise Urology, 6(2): 76-85 (2009).

Hart, M., Nolte, E., Wach, S., vd., "Comparative microRNA Profiling of Prostate
Carcinomas with Increasing Tumor Stage by Deep Sequencing”, Molecular
Cancer Research, 12(2): 250-263 (2013).

Hata, A., ve Kashima, R., "Dysregulation of MicroRNA Biogenesis Machinery in
Cancer", Critical Reviews in Biochemistry and Molecular Biology, 51(3): 121-
134 (2016).

Hatakeyama, S., Yoneyama, T., Tobisawa, Y. ve Ohyama, C., "Recent progress and
perspectives on prostate cancer biomarkers”, International Journal of Clinical
Oncology, 22: 214-221 (2017).

He, H-c., Han Z-d., Dai, Q-s., vd., "Global analysis of the differentially expressed
miRNAs of prostate cancer in Chinese patients”, BMC Genomics, 14: 757 (2013).

He, S., Chu, J., Wu, L-C., vd., "MicroRNAs activate natural killer cells through Toll-
like receptor signaling”, Blood, 121(23): 4663-4671 (2013).

Heidenreich A., Bastian, P.J., Bellmunt, J., vd., EAU Guidelines on Prostate Cancer.
Part 1: Screening, Diagnosis,and Local Treatment with Curative Intent",
European Urology, 65: 124-137 (2014).

Heidenreich, A., Bellmunt, J., Bolla, M., vd., Guidelines on Prostate Cancer, European
Urology, 59(4): 572-583 (2011).

Hennigar, S.R. ve Kelleher, S.L., "Zinc networks: the cell-specifi ¢
compartmentalization of zinc for specialized functions”, Biological Chemistry,
393: 565-578 (2012).

Ho, E., Beaver, L.M., Williams, D.E. ve Dashwood, R.H., "Dietary Factors and
Epigenetic Regulation for Prostate Cancer Prevention™, Advances in Nutrition, 2:
497-510 (2011).

Huang, X., Yuan, T., Liang, M., vd., "Exosomal miR-1290 and miR-375 as Prognostic
Markers in Castration-resistant Prostate Cancer", European Urology, 67(1): 33—
41 (2015).



99

KAYNAKLAR (Devam ediyor)

Huang, Y-Q., Sun, T., Zhong, W-D. ve Wu, C-L., "Clinical performance of serum [-
2]proPSA derivatives, %p2PSA and PHI, in the detection and management of
prostate cancer”, American Journal of Clinical and Experimental Urology, 2(4):
343-350 (2014).

Hughes, C., Murphy, A., Martin, C., vd., "Molecular pathology of prostate cancer",
Journal of Clinical Pathology, 58:673-684 (2005).

Jansson, M.D. ve Lund, A.H., "MicroRNA and cancer”, Molecular Oncology, 6: 590-

610 (2012).

Jevsinek, S.D., Godnic, I., Zorc, M., vd., "Genome-wide in silico screening for
microRNA genetic variability in livestock species”, Animal Genetics, 44(6): 669-
677 (2013).

Kachakova, D., Mitkova, A., Popov, E., vd., "Combinations of Serum Prostate-Specific
Antigen and Plasma Expression Levels of let-7c, miR-30c, miR-141, and miR-
375 as Potential Better Diagnostic Biomarkers for Prostate Cancer”, DNA and
Cell Biology, 34(3): 189-200 (2015).

Kaplan, S.A., Reis, R.B., Staimen, V.B., ve Te, A.E., "Is the ratio of transition zone to
total prostate volume higher in African-American men than in their Caucasian or
Hispanic counterparts?”, British Journal of Urology, 82(6): 804-807 (1998).

Karzai, F.H., Madan, R.A. ve Dahut, W.L., Metabolic syndrome in prostate cancer:
impact on risk and outcomes”, Future Oncology, 12(16): 1947-1955 (2016).

Kavanagh, J.P., "Isocitric and citric acid in human prostatic and seminal fluid:
implications for prostatic metabolism and secretion”, Prostate, 24(3): 139-142
(1994).

Kavitha, N., Vijayarathna, S., Jothy, S.L., vd., "MicroRNAs: Biogenesis, Roles for
Carcinogenesis and as Potential Biomarkers for Cancer Diagnosis and Prognosis”,
Asian Pacific Journal of Cancer Prevention, 15 (18): 7489-7497 (2014).

Kelly, B.D., Miller, N., Sweeney K.J., vd., "A Circulating MicroRNA Signature as a
Biomarker for Prostate Cancer in a High Risk Group", Journal of Clinical
Medicine, 4: 1369-1379 (2015).

Kgatle, M.M., Kalla, A.A., Islam, M.M., vd., "Prostate Cancer: Epigenetic Alterations,
Risk Factors, and Therapy”, Hindawi Publishing Corporation Prostate Cancer,
2016: 5653862 (2016).

Khorrami, S., Zavaran, H.A., Mowla, S.J., vd., "MicroRNA-146a induces immune
suppression and drug-resistant colorectal cancer cells”, Tumor Biology, 39(5):
1010428317698365 (2017).



100

KAYNAKLAR (Devam ediyor)

Kicinski, M., Vangronsveld, J. ve Nawrot, T.S., "An Epidemiological Reappraisal of the
Familial Aggregation of Prostate Cancer: A Meta-Analysis", PLoS One, 6(10):
e27130 (2011).

Kiechle, F.L., Betsou, F., Blakeney, J., vd., "Procedures for The Handling and
Processing of Blood Specimens for Common Laboratory Tests; Approved
Guideline, Fourth Edition", CLSI Document, 30(10): H18-A4 (2010).

Kim, J. ve Coetzee, G.A., "Prostate Specific Antigen Gene Regulation by Androgen
Receptor”, Journal of Cellular Biochemistry, 93: 233-241 (2004).

Kim, Y.K., Kim, B. ve Kim, V.N., "Re-evaluation of the roles of DROSHA, Exportin 5,
and DICER in microRNA biogenesis"”, Proceedings of the National Academy of
Sciences of the USA, Published Online, E1881-E1889 (2016).

Klinge, C.M., "Non-coding RNAs: long non-coding RNAs and microRNAs in
endocrine-related cancers"”, Endocrine-Related Cancer, 25: R259-R282 (2018).

Kotb, S., Mosharafa, A., Essawi, M., vd., "Circulating miRNAs 21 and 221 as
biomarkers for early diagnosis of prostate cancer”, Tumour Biology, 35(12):
12613-12617 (2014).

Krieger, J.N., Lee, SSW.H., Jeon, J., vd., "Epidemiology of prostatitis”, International
Journal of Antimicrobial Agents, 31S: S85-S90 (2008).

Kruslin, B., Ulamec, M. ve Tomas D., "Prostate cancer stroma: an important factor in
cancer growth and progression”, Bosnian Journal of Basic Medical Sciences,
15(2): 1-8 (2015).

Lau, P-W., Guiley, K.Z., De, N., vd., "The Molecular Architecture of Human Dicer",
Nature Structural & Molecular Biology, 19(4): 436440 (2012).

Laukkanen, J.A., Laaksonen, D.E., Niskanen, L., vd., "Metabolic Syndrome and the
Risk of Prostate Cancer in Finnish Men: A Population-Based Study", Cancer
Epidemiology, Biomarkers & Prevention, 13(10): 1646-1650 (2004).

Lawrie, C.H., Gal, S., Dunlop H.M., vd., "Detection of elevated levels of tumour-
associated microRNAs in serum of patients with diffuse large B-cell lymphoma",
British Journal of Haematology, 141: 672-675 (2008).

Lee, R.C., Feinbaum, R.L. ve Ambros, V., "The C. elegans heterochronic gene lin-4
encodes small RNAs with antisense complementarity to lin-14, Cell, 75: 843-854
(1993).

Lefevre, P.L.C., Palin, M-F. ve Murphy, B.D., "Polyamines on the Reproductive
Landscape"”, Endocrine Reviews, 32(5): 694-712 (2011).

Leslie, S.W. ve Siref, L.E., "Cancer, Prostate", StatPearls Publishing, Erisim: https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK470550/, (2018).




101

KAYNAKLAR (Devam ediyor)

Lewis, H., Lance, R., Troyer, D., vd., "miR-888 is an expressed prostatic
secretionsderived microRNA that promotes prostate cell growth and migration”,
Cell Cycle, 13(2): 227-239,(2014).

LI, L. ve Luo, Z., "Dysregulated miR-27a-3p promotes nasopharyngeal carcinoma cell
proliferation and migration by targeting Mapk10", Oncology Reports, 37: 2679-
2687 (2017).

Li, M., Rai, A.J., DeCastro, G.J., vd., "An optimized procedure for exosome isolation
and analysis using serum samples: Application to cancer biomarker discovery"”,
Methods, 87: 26-30 (2015).

Li, T., Li, D., Sha, J., vd., "MicroRNA-21 directly targets MARCKS and promotes
apoptosis resistance and invasion in prostate cancer cells”, Biochemical and
Biophysical Research Communications, 383: 280-285 (2009).

Lim, K.B., "Epidemiology of clinical benign prostatic hyperplasia”, Asian Journal of
Urology, 4: 148-151 (2017).

Lin, S. ve Gregory R.I., "MicroRNA biogenesis pathways in cancer”, Nature Reviews
Cancer, 15(6): 321-333 (2015).

Ling, X.H., Han, Z.D., Xia, D., vd., "MicroRNA-30c serves as an independent
biochemical recurrence predictor and potential tumor suppressor for prostate
cancer"”, Molecular Biology Reports, 41(5):2779-2788 (2014).

Liu L-Z., LI, C., Chen Q., vd., "MiR-21 Induced Angiogenesis through AKT and ERK
Activation and HIF-1a Expression™, PL0oS One, 6(4): 19139 (2011).

Lusi, E.A., Passamano, M., Guarascio, P., vd., "Innovative electrochemical approach for
an early detection of microRNAs", Analytical Chemistry, 81(7):2819-2822
(2009).

Ma, J., Li, N., Guarnera, M. ve Jiang, F., "Quantification of Plasma miRNAs by Digital
PCR for Cancer Diagnosis", Biomarker Insights, 8: 127-136 (2013).

Mahn, R., Heukamp, L.C., Rogenhofer, S., vd., "Circulating microRNAs (miRNA) in
serum of patients with prostate cancer”, Urology, 77(5): 1265.e9-16 (2011).

Malik B. ve Feng F.Y., "Long noncoding RNASs in prostate cancer: overview and
clinical implications", Asian Journal of Andrology, 18: 568-574 (2016).

Marco, A., MacPherson, J.I., Ronshaugen, M. ve Griffiths-Jones, S., "MicroRNAs from
the same precursor have different targeting properties”, Silence, 3(1): 8 (2012).

McGrath, S., Christidis, D., Perera, M., vd., "Prostate cancer biomarkers: Are we hitting
the mark?", Prostate International, 4: 130-135 (2016).

McNeal, J.E., "The zonal anatomy of the prostate”, Prostate, 2(1): 35-49 (1981).



102

KAYNAKLAR (Devam ediyor)

Mihelich, B.L., Maranville, J.C., Nolley, R., vd., "Elevated Serum MicroRNA Levels
Associate with Absence of High-Grade Prostate Cancer in a Retrospective
Cohort", PL0S One, 10(4): e0124245 (2015).

Minutoli, L., Rinaldi, M., Marini, H., vd., "Apoptotic Pathways Linked to Endocrine
System as Potential Therapeutic Targets for Benign Prostatic Hyperplasia®,
International Journal of Molecular Sciences, 17 (8): €1311 (2016).

miRBase, miRNA online veri tabani, The University of Manchester, Erigim: http://
www.mirbase.org/cgi-bin/browse.pl?org=hsa, (Ziyaret Edilme Tarihi:
02.04.2018).

Mitchell, P.S., Parkin, R.K., Kroh, E.M., vd., "Circulating microRNAs as stable blood-
based markers for cancer detection”, Proceedings of the National Academy of
Sciences of the USA, 105: 10513-10518 (2008).

Moltzahn, F., Olshen, A.B., Baehner, L., vd., "Microfluidic-based multiplex qRT-PCR
identifies diagnostic and prognostic microRNA signatures in the sera of prostate
cancer patients”, Cancer Research, 71(2): 550-560 (2011).

Nakai Y. ve Nonomura N., "Inflammation and prostate carcinogenesis”, International
Journal of Urology, 20: 150-160 (2013).

Ngai, H-Y., Yuen, K-K.S., Ng, C-M., vd., "Metabolic syndrome and benign prostatic
hyperplasia: An update”, Asian Journal of Urology, 4: 164-173 (2017).

Nguyen, H.C., Xie, W., Yang, M., vd., "Expression differences of circulating
microRNAs in metastatic castration resistant prostate cancer and low-risk,
localized prostate cancer”, Prostate, 73(4): 346-354 (2013).

Nicholson, H.D. ve Whittington K., "Oxytocin and the human prostate in health and
disease", International Review of Cytology, 263:253-286 (2007).

Nicholson, T.M. ve Ricke, W.A., "Androgens and estrogens in benign prostatic
hyperplasia: past, present and future”, Differentiation, 82(4-5): 184-199 (2011).

Ntais, C., Polycarpou, A. ve Tsatsoulis, A., "Molecular epidemiology of prostate cancer:
androgens and polymorphisms in androgen-related genes",European Journal of
Endocrinology, 149: 469477 (2003).

Olena, A.F. ve Patton, J.G., "Genomic Organization of microRNAs", Journal of
Cellular Physiology, 222: 540-545 (2010).

Olive, V., Li, Q. ve He, L., "mir-17-92, a polycistronic oncomir with pleiotropic
functions”, Immunological Reviews, 253(1): 158-166 (2013).

Oliveto, S., Mancino, M., Manfrini, N. ve Biffo, S., "Role of microRNAs in translation
regulation and cancer”, World Journal of Biological Chemistry, 8(1): 45-56
(2017).



103

KAYNAKLAR (Devam ediyor)

Ozen, M., Creighton, C.J., Ozdemir, M. ve Ittmann, M., "Widespread deregulation of
microRNA expression in human prostate cancer”, Oncogene, 27: 1788-1793
(2008).

Onem, K., Erol, B. ve Akduman, B., "2012’de PSA Bazli Tarama: Tartisma Siiriiyor
(PLCO ve Avrupa Mortalite Calismalari, Meslek Orgiitii Onerileri). Turkish
Urology Seminars, 3: 70-74 (2012).

Pang, Y., Young, C.Y.F. ve Yuan, H., "MicroRNAs and prostate cancer”, Acta
Biochimica et Biophysica Sinica, 42: 363-369 (2010).

Papsidero, L.D., Wang, M.C., Valenzuela, L.A., vd., "A prostate antigen in sera of
prostatic cancer patients”, Cancer Research, 40(7): 2428-2432 (1980).

Parekh, D.J., Punnen, S., Sjoberg, D.D., vd., "A multi-institutional prospective trial in
the USA confirms that the 4Kscore accurately identifies men with high-grade
prostate cancer”, European Urology, 68(3): 464-470 (2015).

Parsons, J.K., Carter, H.B., Carter, A.\W., vd., "Metabolic Factors Associated with
Benign Prostatic Hyperplasia”, The Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism, 91(7): 2562—-2568 (2006).

Pasquinelli, A.E., Reinhart, B.J., Slack, F. vd., "Conservation across animal phylogeny
of the sequence and temporal regulation of the 21 nucleotide let-7 heterochronic
regulatory RNA", Nature, 408: 86-89 (2000).

Peng, Y. Ve Croce, C.M., "The role of MicroRNAs in human cancer", Signal
Transduction and Targeted Therapy, 1: 15004 (2016).

Perdana, N.R., Mochtar, C.A., Umbas, R. ve Hamid, A.R.A.H., "The Risk Factors of
Prostate Cancer and Its Prevention: A Literature Review", Acta Medica
Indonesiana - The Indonesian Journal of Internal Medicine, 48(3): 228-238
(2016).

Pinsky, P.F., Prorok, P.C., Yu, K., vd., "Extended Mortality Results for Prostate Cancer
Screening in the PLCO Trial With Median Follow-Up of 15 Years", Cancer,
123(4): 592-599 (2017).

Platz, E.A., Kawachi, I., Rimm, E.B., vd., "Race, ethnicity and benign prostatic
hyperplasia in the health professionals follow-up study", The Journal of Urology,
163(2):490-495 (2000).

Pontari, M.A. ve Ruggieri, M.R., "Mechanisms in prostatitis/chronic pelvic pain
syndrome”, Journal of Urology, 179(5 Suppl): 61-67

Porkka, K.P., Pfeiffer, M.J., Waltering, K.K., vd., "MicroRNA expression profiling in
prostate cancer", Cancer Research, 67(13): 6130-6135 (2007).



104

KAYNAKLAR (Devam ediyor)

Powell, 1.J. ve Bollig-Fischer, A., "Minireview: the molecular and genomic basis for
prostate cancer health disparities”, Molecular Endocrinology, 27(6):879-891
(2013).

Prensner, J.R., Rubin, M.A., Wei, J.T. ve Chinnaiyan, A.M., "Beyond PSA: The next
generation of prostate cancer biomarkers”, Science Translational Medicine,
4(127): 127rv3 (2012).

Raisch, J., Darfeuille-Michaud, A. ve Nguyen, H.T.T., "Role of microRNAs in the
immune system, inflammation and cancer”, World Journal of Gastroenterology,
19(20): 2985-2996 (2013).

Saini, S., "PSA and beyond: alternative prostate cancer biomarkers”, Cellular
Oncology, 39(2): 97-106 (2016).

Saker, Z., Tsintsadze, O., Jiqia, ., vd., "Importance Of Apoptosis Markers (Mdm2, Bcl-
2 And Bax) in Benign Prostatic Hyperplasia and Prostate Cancer"”, Georgian
Medical News, 249: 7-14 (2015).

Sanda, M.G., Beaty, T.H., Stutzman, R.E., vd., "Genetic susceptibility of benign
prostatic hyperplasia", The Journal of Urology, 152(1):115-119 (1994).

Sanders, 1., Holdenrieder, S., Walgenbach-Briinagel, G., vd., "Evaluation of reference
genes for the analysis of serum miRNA in patients with prostate cancer, bladder
cancer and renal cell carcinoma”, International Journal of Urology, 19: 1017—
1025 (2012).

Santos, J.I., Teixeira, A.L., Dias, F., vd., "Influence of peripheral whole-blood
microRNA-7 and microRNA-221 high expression levels on the acquisition of
castration-resistant prostate cancer: evidences from in vitro and in vivo studies”,
Tumor Biology, 35(7):7105-7113 (2014).

Sapre, N., Hong, M.K., Macintyre, G., vd., "Curated microRNAs in urine and blood fail
to validate as predictive biomarkers for high-risk prostate cancer”, PLoS One,
9(4): €91729 (2014).

Schaefer, A., Jung, M., Mollenkopf, H.J., vd., "Diagnostic and prognostic implications
of microRNA profiling in prostate carcinoma”, International Journal of Cancer,
126(5): 1166-1176 (2010).

Schroder, F.H., Hugosson, J., Roobol, M.J., vd., "Screening and prostate cancer
mortality: results of the European Randomised Study of Screening for Prostate
Cancer (ERSPC) at 13 years of follow-up”, Lancet, 384: 2027-2035 (2014).

Selth, L.A., Townley, S., Gillis, J.L., vd., "Discovery of circulating microRNAs
associated with human prostate cancer using a mouse model of disease",
International Journal of Cancer, 131(3): 652-661 (2012).



105

KAYNAKLAR (Devam ediyor)

Shariat, S.F., Semjonow, A., Lilja, H., vd., "Tumor markers in prostate cancer I: blood-
based markers", Acta Oncologica, 50(Suppl 1): 61-75 (2011).

Sharma, M., Gupta, S., Dhole, B. ve Kumar, A., "The Prostate Gland", Basics of Human
Andrology, Kumar, A. ve Sharma M., Springer Nature Singapore Pte Ltd., 17-
35 (2017).

Sharova, E., Grassi, A., Marcer, A., vd., "A circulating miRNA assay as a first-line test
for prostate cancer screening”, British Journal of Cancer, 114(12): 1362-1366
(2016).

Shen, J., Hruby, G.W., McKiernan, J.M., vd., "Dysregulation of circulating microRNAs
and prediction of aggressive prostate cancer", Prostate, 72(13): 1469-1477 (2012).

Shen, M.M. ve Abate-Shen, C., "Molecular genetics of prostate cancer: new prospects
for old challenges”, Genes & Development, 24(18): 1967-2000 (2010).

Singh, P.K., Preus, L., Hu, Q., vd., "Serum microRNA expression patterns that predict
early treatment failure in prostate cancer patients”, Oncotarget, 5(3): 824-840
(2014).

Smith, C.P., "Male chronic pelvic pain: An update”, Indian Journal of Urology, 32(1):
34-39 (2016).

Souza, M.F., Kuasne, H., Barros-Filho, M.C., vd., "Circulating mRNAs and miRNAs as
candidate markers for the diagnosis and prognosis of prostate cancer”, PLoS One,
12(9): 0184094 (2017).

Srivastava, A., Goldberger, H., Dimtchev, A., vd., "MicroRNA profiling in prostate
cancer--the diagnostic potential of urinary miR-205 and miR-214", PLoS One,
8(10): €76994 (2013).

Srivastava, A., Goldberger, H., Dimtchev, A., vd., "Circulatory miR-628-5p is
downregulated in prostate cancer patients”, Tumor Biology, 35(5): 4867-4873
(2014).

Stark, T., Livas, L. ve Kyprianou, N., "Inflammation in prostate cancer progression and
therapeutic targeting”, Translational Andrology and Urology, 4(4): 455-463
(2015).

Sun, T., Yang, M., Chen, S., vd., "The altered expression of MiR-221/-222 and MiR-
23b/-27Db is associated with the development of human castration resistant prostate
cancer"”, Prostate, 72(10):1093-1103 (2012).

Sun, X,, Yang, Z., Zhang, Y., vd., "Prognostic implications of tissue and serum levels of
microRNA-128 in human prostate cancer", International Journal of Clinical and
Experimental Pathology, 8(7): 8394-8401 (2015).

Tarcan, T. ve Yazici, C., "BPH Tam ve Tedavisinde EAU ve AUA Kilavuzlarinin
Karsilastirilmas1", Tiirk Uroloji Dergisi, 32(1): 110-117 (2006).



106

KAYNAKLAR (Devam ediyor)

Tek, M. ve Cayan, S., "Benign Prostat Hiperplazisine Bagli Alt Uriner Sistem
Semptomlarinin Tedavisinde Fosfodiesteraz Tip-5 Inhibitorlerinin Yeri", Turkish
Urology Seminars, 1: 14-17 ( 2010).

Theophilou, G., Lima, K.M., Briggs, M., vd., "A biospectroscopic analysis of human
prostate tissue obtained from different time periods points to a trans-generational
alteration in spectral phenotype"”, Scientific Reports, 5:13465 (2015).

Thompson, .M., Pauler, D.K., Goodman, P.J., vd., "Prevalence of prostate cancer
among men with a prostate-specific antigen level < or =4.0 ng per milliliter", The
New England Journal of Medicine, 350(22): 2239-2246 (2004).

Thompson, .M., Ankerst, D.P., Chi, C., vd., "Operating characteristics of prostate-
specific antigen in men with an initial PSA level of 3.0 ng/ml or lower", The
Journal of the American Medical Association, 294(1): 66-70 (2005).

Toivanen, R. ve Shen, M.M., "Prostate organogenesis: tissue induction, hormonal
regulation and cell type specification”, Development, 144(8): 1382-1398 ( 2017).

Tran, C.P., Lin, C., Yamashiro, J. ve Reiter, R.E., "Prostate stem cell antigen is a
marker of late intermediate prostate epithelial cells”, Molecular Cancer
Research, 1(2): 113-121 (2002).

Vanacore, D., Boccellino, M., Rossetti, S., vd., "Micrornas in prostate cancer: an
overview", Oncotarget, 8(30): 50240-50251 (2017).

Vasanwala, F.F., Wong, M.Y.C., Ho, H.S.S. ve Foo K.T., "Benign prostatic hyperplasia
and male lower urinary symptoms: A guide for family physicians”, Asian Journal
of Urology, 4(3): 181-184 (2017).

Veeramani, S., Yuan, T-C., Chen, S-J., vd., "Cellular prostatic acid phosphatase: a
protein tyrosine phosphatase involved in androgen-independent proliferation of
prostate cancer”, Endocrine Related Cancer, 12(4): 805-822 ( 2005).

Volinia, S., Calin, G.A., Liu, C.G., vd., "A micro-RNA expression signature of human
solid tumors defines cancer gene targets”, Proceedings of the National Academy
of Sciences of the USA, 103: 2257-2261 (2006).

Wagenlehner, F.M.E., Naber, K.G., Bschleipfer, T., vd., "Prostatitis and Male Pelvic
Pain Syndrome", Deutsches Arzteblatt International, 106(11): 175-183 (2009).

Wallis, C.J.D. and Nam R.K., "Prostate Cancer Genetics: A Review", Electronic
Journal of the International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine, 26(2): 79-91 (2015).

Wang, H., Horbinski, C., Wu, H., vd., "NanoStringDiff: a novel statistical method for
differential expression analysis based on NanoString nCounter data”, Nucleic
Acids Research, 44(20): e151 (2016).



107

KAYNAKLAR (Devam ediyor)

Wang, J., Ye, H,, Zhang, D., vd., "MicroRNA-410-5p as a potential serum biomarker
for the diagnosis of prostate cancer”, Cancer Cell International, 16:12 (2016).

Wang, S.Y., Shiboski, S., Belair, C.D., vd., "miR-19, miR-345, miR-519c-5p serum
levels predict adverse pathology in prostate cancer patients eligible for active
surveillance”, PLoS One, 9(6): €98597 (2014).

Wang, Z., Wang, Y., Zhang, J., vd., "Significance of the TMPRSS2:ERG gene fusion in
prostate cancer", Molecular Medicine Reports, 16(4): 5450-5458 (2017).

Wang, Y., Luo, J., Zhang, H. ve Lu, J., "microRNAs in the Same Clusters Evolve to
Coordinately Regulate Functionally Related Genes", Molecular Biology and
Evolution, 33(9): 2232-2247 (2016).

Wang, Z., "miRNA in the regulation of ion channel/transporter expression”,
Comprehensive Physiology, 3(2): 599-653 (2013).

Watahiki, A., Macfarlane, R.J., Gleave, M.E. vd., "Plasma miRNAs as Biomarkers to
Identify Patients with Castration-Resistant Metastatic Prostate Cancer",
International Journal of Molecular Sciences, 14(4): 7757-7770 (2013).

Westermann, A.M., Schmidt, D., Holdenrieder, S., vd., "Serum microRNAs as
biomarkers in patients undergoing prostate biopsy: results from a prospective
multi-center study”, Anticancer Research, 34(2):665-669 (2014).

Wilt, T.C. ve N’'Dow, J., "Benign prostatic hyperplasia. Part 1-—Diagnosis"”, British
Medical Journal, 336(7636): 146-149 (2008).

Wu, C., Zhang, Z., Lu, Z., vd., "Prevalence of and Risk Factors for Asymptomatic
Inflammatory (NIH-1V) Prostatitis in Chinese Men", PLoS One, 8(8): 71298
(2013).

Wu, C.T., Chang, Y.H., Lin, W.Y., vd., "TGF Betal Expression Correlates with
Survival and Tumor Aggressiveness of Prostate Cancer”, Annals of Surgical
Oncology, 22(Suppl 3): 1587-1593 (2015).

Xiao, J., Gong, A.Y., Eischeid, A.N., vd., "miR-141 modulates androgen receptor
transcriptional activity in human prostate cancer cells through targeting the small
heterodimer partner protein”, Prostate, 72(14): 1514-1522 (2012).

Xin, L., Gao, J., Wang, D., vd., "Novel blood-based microRNA biomarker panel for
early diagnosis of chronic pancreatitis”, Scientific Reports, 7: 40019 (2017).

Yamakuchi, M., Ferlito, M. ve Lowenstein, C.J., "miR-34a repression of SIRT1
regulates apoptosis”, Proceedings of the National Academy of Sciences of the
USA, 105(36): 13421-13426 (2008).

Yang, X., Yang, Y., Gan, R., vd., "Down-regulation of mir-221 and mir-222 restrain
prostate cancer cell proliferation and migration that is partly mediated by
activation of SIRT1", PLoS One, 9(6): €98833 (2014).



108

KAYNAKLAR (Devam ediyor)

Zhang, H.L., Yang, L.F., Zhu, Y., vd., "Serum miRNA-21: elevated levels in patients
with metastatic hormone-refractory prostate cancer and potential predictive factor
for the efficacy of docetaxel-based chemotherapy"”, Prostate, 71(3): 326-331
(2011).

Zhou, B., Xu, H., Xia, M., vd., "Overexpressed miR-9 promotes tumor metastasis via
targeting E-cadherin in serous ovarian cancer”, Frontiers in Medicine, 11(2):214-
222 (2017).



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Soyadi : Yakup DULGEROGLU
Dogum Yeri ve Tarihi : llgaz - 18.11.1981

Egitim Durumu
Yiiksek Lisans : Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi - Veteriner Hekimligi

Tipta Uzmanlik : Digkap1 Yildirim Beyazit Egt. ve Arst. Hastanesi - Tibbi Biyokimya

Doktora : Bilecik Seyh Edebali Universitesi - Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Yabanci Dil : Ingilizce

Is Deneyimi

Uzman Doktor (Tibbi Biyokimya) : Bilecik Halk Sagligi Laboratuvart (2013-2016)
Laboratuvar Sorumlusu : Bilecik Halk Sagligi Laboratuvari (2014-2016)

Uzman Doktor (Tibbi Biyokimya) : Aksehir Devlet Hastanesi (2016-2017)
Uzman Doktor (T1bbi Biyokimya) : Kulu Devlet Hastanesi (2017- ...)

Tletisim
Adres: Hiirriyet Mh. Park 2 Sk. No: 2/8 Merkez / BILECIK
E-Posta: dulgerogluyakup@gmail.com

Akademik Calismalari

Yakup Diilgeroglu. Evaluation of Measurement Uncertainty of HbA2 and HbAlc
Which Are Measured by lon Exchange Chromatography. Turk Hij Den Biyol
Derg. 2017; 74(4): 299-306

Yakup Diilgeroglu. Verification Of Some Biochemistry Tests That To Be Analyzed In
Spotchem EZ SP-4430 Dry Chemistry System. Turk Hij Den Biyol Derg. 2018;
75(2): 127-134

Yakup Diilgeroglu, Onur Eroglu. Diagnostic performance of microRNAs in the
circulation in differential diagnosis of BPH, chronic prostatitis and prostate cancer.
Turkish  Journal of Biochemistry, 20180198, ISSN (Online) 1303-829X,
DOI: https://doi.org/10.1515/tjb-2018-0198.

15.01.2019


https://doi.org/10.1515/tjb-2018-0198



