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PROSTAT KANSERI HASTALARINDA KAN VE iDRAR ORNEKLERINDE
MIKRORNA DUZEYLERININ KARSILASTIRILMASI

OZET

Erkeklerde gelismis iilkelerde en sik saptanan kanser olan prostat kanseri ayni
zamanda erkeklerde kansere bagli 6liim nedenleri iginde akciger kanserinden sonra
ikinci sirada yer almaktadir. Prostat kanserini erken donemde tespit edebilmek i¢in
dijital rektal muayene, serum prostat spesifik antijen (PSA) diizeyi, transrektal
ultrasonografi ve transrektal ultrasonografi esliginde biyopsi kullanilan temel
araglardir. Glinimiizde PSA'nin 6l¢timii, prostat kanseri tanisi ile iliskilendirilebilen
en yaygin gostergedir. Buna ragmen prostat kanseri tarama biyomolekiilii olarak PSA
testinin kullanimi igin sinirlamalar vardir. Ozgiilliikleri diisiik oldugu igin prostat
kanseri tanisin1 koymada 6zgiilliigii daha yiiksek teknik arayislart devam etmektedir.
MikroRNA’lar (miRNA) ortalama 22 niikleotit uzunlugunda kiiciik, protein
kodlamayan diizenleyici RNA molekiilleridir. Hayvan ve bitkilerde, protein kodlayan
genlerin mRNA’sma baglanarak bu genlerin transkripsiyon sonrast baskilanmasini
direkt olarak etkileyerek gen ifadesinin  diizenlenmesinde Onemli rol
oynamaktadirlar. Son yillardaki caligmalarda miRNA'larin gelisme, proliferasyon,
farklilasma, apoptoz, timor olusumu, sinyal iletimi, organ gelisimi ve hematopoetik
soy farklilagmasi da dahil olmak iizere birgok kritik biyolojik siirecte onemli rol
oynadiklar1 gosterilmistir. Prostat kanserinde bazi miRNA'larin , proliferasyon,
epitelyal-mezenkimal gegis ve androjen bagimsizligi gelisimi gibi 6nemli rolleri
oldugu bilinmektedir. miRNA'larin ayrica, koruyucu bir eksozom i¢inde salgilandig:
diisiiniilmektedir. Son zamanlarda yayinlanan bir ¢aligma ile idrar Orneklerinde
MIRNA’nin varligi kanitlanmistir. Ayni ¢alisma ile miRNA’larin prostat kanseri i¢in
idrarda biyomarker olarak kullanilan PSA’dan bile daha hassas bir marker oldugu
gosterilmigtir. Literatiire gore prostat kanseri tani ve tedavisinde miRNA’larin
biyomarker olarak kullanilabilecegi onerilmektedir. Ancak spesifik olarak prostat
kanseri hastalarinin kan ve idrarlarindaki miRNA ekspresyon degisikliklerini
karsilagtiran ¢aligsmalar sinirli sayidadir. Bu ¢alismada prostat kanseri tanisi almis
hastalar ve saglikli kontrollerden alinan kan ve idrar drneklerinden elde edilen total
RNA iizerinden mikroarray yontemiyle miRNA ekspresyon profilleri belirlenmistir.
Kan ve idrarda ortak olarak tespit edilen miR320a ve miR6750-5p’nin real time PCR
ile ekspresyon diizeyleri analiz edilmistir. Hastalarin kan ve idrar 6rneklerinde, ortak
olarak saglikli kontrol grubuna kiyasla miR320a ve miR6750-5p ekspresyonunda
anlaml bir artis belirlenmistir. Ilerleyen calismalarda hasta sayisinin ¢ogaltilmasi ve
bu miRNA’larin detayli incelemeleri yapilmak iizere yolak analizine tabii tutulmasi
distiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mikroarray, miRNA profilleme, Prostat kanseri
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COMPARISON OF MICRORNA LEVELS IN BLOOD AND URINE
SAMPLES IN PROSTATE CANCER PATIENTS

SUMMARY

Prostate cancer is the most frequently diagnosed cancer in men in developed
countries but also in the causes of cancer deaths in men and ranks second after lung
cancer. Digital rectal examination, serum prostate-specific antigen (PSA) level,
transrectal ultrasonography and transrectal ultrasound-guided biopsy are the basic
tools for early detection of prostate cancer. Today, the measurement of PSA is the
most common indication that can be associated with prostate cancer diagnosis.
However, there are limitations to the use of the PSA test as a prostate cancer
screening biomolecule. Because of their low specificity, the search for prostate
cancer has a higher specificity in detecting prostate cancer. MicroRNA (miRNA) is a
small non-coding, regulatory molecules containing about 22 nucleotides. In animals
and plants, it plays an important role in regulation of gene expression by directly
binding to the mRNA of protein-encoding genes and directly affecting post-
transcriptional suppression of genes. Recent studies have shown that miRNAs play
important roles in many critical biological processes including development,
proliferation, differentiation, apoptosis, tumor formation, signal transduction, organ
development and hematopoietic lineage differentiation. It is known that some
miRNAs in prostate cancer play important roles such as, proliferation, epithelial-
mesenchymal transition and androgen independence. MiRNAs are also thought to be
secreted in a protective exosome. A recent study demonstrated that the presence of
miRNA in urine samples. The same study showed that miRNAs are more sensitive
markers than PCA, which is used as a biomarker in the urine for prostate cancer.
According to the literature, miRNAs may be used as a biomarkers for diagnosis and
treatment of prostate cancer. Nevertheless, studies that particularly compare miRNA
expression changes in prostate cancer patients blood and urine samples are limited.
In this study, miRNA expression profiles were determined by microarray method on
total RNA from blood and urine specimens obtained from patients with prostate
cancer and healthy controls. Expression levels of miR320a and miR6750-5p, which
were detected commonly in blood and urine, were analyzed by real time PCR. A
significant increase in expression of miR320a and miR6750-5p was determined in
blood and urine samples of patients compared to healthy control group. Progressive
studies are intended to increase the number of patients and detailed investigation of
these mMiRNAs are considered for further pathway analysis.

Keywords: Microarray, miRNA profiling, Prostate cancer
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1. GIRIS VE AMAC

Erkeklerde gelismis lilkelerde en sik saptanan kanser olan prostat kanseri ayni
zamanda erkeklerde kansere bagli 6liim nedenleri iginde akciger kanserinden sonra
ikinci sirada yer almaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde 2005-2009 yillar
arasindaki prostat kanseri insidans1 151.4/100.000’tiir. 2013 yil1 i¢in 238.590 kisinin
yeni prostat kanser tanist aldigir tahmin edilirken, 29.720 kisinin de prostat kanseri
nedeni ile 6ldigl tahmin edilmektedir. Prostat kanseri goriilme insidansi yagla
birlikte artmaktadir [1]. Giiniimiizde prostat kanserini erken donemde tespit
edebilmek i¢in parmakla rektal muayene (PRM), PSA diizeyi, transrektal
ultrasonografi (TRUS) ve transrektal ultrasonografi esliginde biyopsi (TRUS-BXx)
kullanilan temel araglardir. U.S. Preventive Services Task Force (USPSTF)’nin
kanitlarina gére PSA diizeyinin %80 oraninda yanlis pozitif sonu¢ verme olasiligi
bulunmaktadir. Bu sebeplerden otiirti 6zgiilliikleri diistik oldugu i¢in prostat kanseri

tanisin1 koymada 6zgiilliigii daha yiiksek teknikleri arayiglart devam etmektedir [2].

mMIRNA ortalama 22 niikleotit uzunlugunda kiigiik, protein kodlamayan diizenleyici
RNA molekiilleridir. Hayvan ve bitkilerde, protein kodlayan genlerin mRNA’sina
baglanarak transkripsiyon sonrasi baskilanmasini direkt olarak etkileyerek gen
ifadesinin diizenlenmesinde &nemli rol oynarlar. Hayvan ve bitkilerde, protein
kodlayan genlerin mRNA’sina baglanarak transkripsiyon sonrasi baskilanmasini
direkt olarak etkileyerek gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar [3, 4].
Hedef genleri baskilayarak gelisim, farklilasma, ¢ogalma, hiicre oliimii gibi
stireglerde onemli rol oynarlar. miRNA'lar, primer transkript (pri-miRNA) olarak
RNA polimeraz II enzimi tarafindan genomik DNA’dan sentezlenir. Cekirdekte pri-
MIiRNA, RNAaz Ill enzim ailesinin bir endoniikleaz1 olan Drosha ve kofaktori

Pasha kompleksi tarafindan yaklastk 70 niikleotid uzunlugunda olan



prekiirsor mikroRNA (pre-miRNA)’ya doniistiiriiliir. Bir niiklear tasima reseptorii
olan Exportin 5 pre-miRNA'y1 exportin-GTPase RAN sistemi yoluyla ¢ekirdegin
disina gonderir. Sonrasinda pre-miRNAlar sitoplazmada RNAz 11l enzim ailesinden
Dicer adli endoniikleaz ile kesilerek 18-24 niikleotid uzunlugunda ¢ift zincirli
miRNA dupleksine gevrilir. Dicer, ayn1 zamanda RNA ile indiiklenen susturma
kompleksi (RISC) olusumunu baglatir. Dicer, pre-miRNA’nin sap ilmigini kestikten
sonra, mMiIRNA-miRNA dubleksinden sadece biri RISC kompleksine dahil olur. RISC
kompleksinin i¢inde yer alan bir RNaz olan Argonat’in etkisiyle bu iki iplikten 5’ucu
daha kararl: olan1 se¢ilip komplekse dahil edilir. RISC kompleksinin substrati olarak
islenir. MiIRNA’lar, aktif RISC kompleksine entegre olduktan sonra, ya Argonat
proteinleri yardimiyla mRNA'nin yikimma ya da protein translasyonunun

baskilanmasina neden olurlar [5, 6].

miRNA'lar kanser de dahil olmak iizere ¢esitli patolojik durumlarla iligkili olarak
serum, plazma, tiikiirik ve idrarda tespit edilmistir. Cesitli viicut sivilarinda
miRNA’larin varligir non-invaziv bir sekilde kanser hakkinda bilgi edinmek ic¢in
potansiyel bir yaklagim olabilmektedir. Prostat kanserinde bazi miRNA'larin
apoptozdan kagma, proliferasyon, epitelyum-mezenkimal gegis ve androjen
bagimsizlig1 gelisimi gibi 6nemli rolleri oldugu bilinmektedir [7]. mMiRNA'larin ayni
zamanda, koruyucu bir eksozom iginde salgilandigi Onerilmis ve son zamanlarda
yayinlanan bir c¢alisma ile de idrar Orneklerinde miRNA kantifikasyonu
kanitlanmistir. Ayni ¢alisma ile miRNA’larin prostat kanseri igin idrarda biyomarker
olarak kullanilan PSA’dan bile daha hassas bir marker oldugu gosterilmistir. Yapilan
diger ¢aligmalarda ile de prostat kanseri tan1 ve tedavisinde miRNA’larin biyomarker
olarak kullanilabilecegi Onerilmektedir [8]. Buna ragmen spesifik olarak prostat
kanseri hastalarinin kan ve idrarlarindaki miRNA ekspresyon degisikliklerini
inceleyip karsilastiran bir calismaya rastlanmamistir. Bu c¢alisma ile prostat kanseri
hastalar1 ve saglikli kontrollerden alinan kan ve idrardaki miRNA ekspresyonlarinin
karsilastirilmasi ile eslenen miRNA’larin prostat kanseri igin diagnostik bir marker

olarak arastirilmasi hedeflenmektedir.



1. GENEL BILGILER

1.1 Prostat Bezi

Prostat, erkek iireme sisteminde mesanenin hemen altinda ve rektumun Oniinde
bulunan bir bezdir. Ceviz biyiikliigiindeki bu bez iretranin bir bdlimiinii
cevrelemekte ve spermanin bir pargasi olan sivi tretmektedir [9]. Prostat bezi,

ilerleyen yaslardaki erkeklerde 40 grama kadar biiyiiyebilmektedir [10].

Erkek bireylerde yas ilerledikge prostat biiyiiyerek liretra veya mesaneyi bloke
edebilir. Selim prostatik hiperplazi (BPH) olarak adlandirilan bu durum idrar
yapiminda ve cinsel problemlerde sorunlara neden olabilir. Kanser olmasa da
ameliyat gerekli olabilmektedir [9]. Prostat kanseri , anormal sperm salgilayan
prostat bezi hiicrelerinin kontrolsiiz olarak gelismesi ve prolifere olmasiyla
baslamaktadir. Tedavi edilmedigi takdirde 6zellikle lenf diiglimleri, kemikler ve
viicudun diger bolgelerine metastaz yapabilmektedir. Cogu hasta erken evrelerde
asemptomatik kalmakla birlikte hastaligin ilerleyen evrelerinde disiiri, hematiiri,
hematospermi, bacaklarda ve pelvik bolgedeki agri ve sisme gibi gesitli triner
semptomlar goriilmektedir [9, 11, 12]. BPH veya prostattaki diger problemlerin

semptomlari prostat kanseri semptomlarina benzeyebilmektedir [9].

2.2 Prostat Kanseri

2.2.1 Prostat kanseri epidemiyolojisi

Gelismis iilkelerde en sik saptanan kanser olan prostat kanseri ayni zamanda
erkeklerde kansere bagli 6liim nedenleri iginde akciger kanserinden sonra ikinci
sirada yer almaktadir [1]. 2012 yilinda yaklagik 1.1 milyon kisiye prostat kanseri
tanis1 konmus ve olgularin yaklasik % 70'i gelismis bolgelerde ortaya ¢ikmistir [13].
Prostat kanseri insidansi ve prevalansi diinyadaki farkli bolgeler arasinda degismekle
birlikte , Kuzey Amerika'da en yiiksek ve Giiney Asya'da en diisiiktiir. Yeni Zelanda
ve Avustralya'da yasa gore en yiiksek insidans oram1 100.000'de 111.6 ve en
diisiikoran 100.000’de 3.7 iken Giiney Asya’da 4.5 diizeyinde goriilmektedir [14-16].



Prostat kanserinin ABD'de yaklasik 2.8 milyon erkekte tespit edildigi ve goriilme
sikliginin zaman igerisinde de arttigi kaydedilmistir [17, 18]. 2015 verilerine gore
Tirkiye’de yasa gore diizenlenmis prostat kanseri insidans hizi 100.000'de 35
vakadir [19].

2.2.2 Prostat kanseri tanisi

Prostat kanserini teshis etmeye yonelik ana tarama yontemleri; dijital rektal muayene
(DRE), serum prostat spesifik antijen (PSA) seviyesi 6l¢iimii ve transrektal ultrason
esliginde biyopsidir. DRE’de gézlenen siiphe, tiim hastalarin yaklasik %18'inde PSA
diizeyinden bagimsiz olarak prostat kanserini tek basina gosterir. Ayrica 2ng/ml'ye
kadar PSA seviyesine sahip olan hastalarda, DRE’de go6zlenen siiphenin pozitif
prediktif degeri %5-30'dur [18, 20]. Prostat kanseri morfolojik 6zelliklerine gore

Gleason skorlama sistemi kullanilarak siniflandirilir [21, 22].

Gliniimiizde PSA'nin dl¢timii, prostat kanseri tanisi ile iligkilendirilebilen en yaygin
gostergedir [18, 20]. Buna ragman prostat kanseri tarama biyomolekiilii olarak PSA
testinin kullanimi i¢in bazi sinirlamalar vardir [23, 24]. PSA o6zellikle prostat
dokusunda eksprese edilmesine ragmen, prostat kanserinde spesifik olarak ifade
edilmemektedir. PSA serumda selim prostat hiperplazisi (BPH), prostatit,
enfeksiyonlar, travma ve {riner retansiyon gibi cesitli kosullarda da yiiksek
seviyelerde goriilmektedir. PSA taramasinda yiikselmis PSA diizeyine (>4.0 ng/ mL)
dayanilarak prostat biyopsisi yapilan bireylerin yalnizca % 25'inde prostat kanseri
tespit edilmistir [23-26]. Sonu¢ olarak PSA taramasmin pozitif prediktif degeri
yaklagik %25-40 olarak degerlendirilmektedir [24, 27].

2.2.3 Prostat kanseri patolojisi

Prostat mesanenin hemen altinda bulunan kiigiik bir bezdir. Prostat kanseri tipik
olarak semptomlara neden olmaz. Fakat bazi ileri evre kanserlerde mesanedeki idrar
akis1 engellenebilir, komsu seminal vezikiiller istila edilip metastaza yol agilabilir.
Primer prostat kanserinde prostat bezinin normal glandiiler yapisinda bozulma
meydana gelir [21, 22]. Prostat kanserine benzer sekilde, prostatik intraepitelyal
neoplazi (PIN) ve BPH’de de hiicre proliferasyonunda anormal bir artis
gozlenmektedir. Lokalize prostat kanseri, normal prostatik epitel dokusuna kiyasla

yaklagsik 7 kat artan hiicre proliferasyon hizina sahiptir [28, 29].



Klinik 6rnekler ve hayvan g¢alismalariin histopatolojik analizi ile; bulasict ajanlar,
irk, yas ve diger faktorlerin prostat epitel hiicrelerinde zarar veren degisiklikler
yarattig1 ve bu zararla prostat dokusunda inflamatuvar yanit gelistigi gosterilmistir
[30]. Inflamatuar yanitin zaman igerisinde mutasyon gelisimini indiikledigi ve bu
mutasyonlarin artan hiicre proliferasyonu ile birlikte prostat kanserinin gelisimi i¢in
etkinlik gosterdigi bildirilmistir. Bu faktorler, prenoplastik lezyonlarin olugsmasina

sebep olup maligniteyi ilerletip sonu¢ olarak metastazlara neden olabilmektedir [30-
33].

Prostat adenokarsinoma tanisinda kullanilan Gleason derecelendirme sistemi, 1960’11
yillardan 1970’li yillara dayanan 2.900'den fazla hastanin dahil edildigi bir
caligmanin ~ sonucunda  ortaya  ¢ikmuistir. Donald  Gleason,  prostat
adenokarsinomasinin histolojik biiylime paternlerini (grade) ayrintili olarak
Ozetlemis, evreleme ve prognoz gibi klinik verilerle korelasyon analizi yapmuistir.
Smiflandirma kolayligr i¢in bes prognostik model Dr. Gleason tarafindan ¢izilen

basit bir diyagramla gosterilmistir [21, 34].

Gleason 1, en iyi ayurt edilen ve en uygun prognoz ile korelasyon gostermektedir.
Gleason 5 ise en az ayurt edilen ve zayif prognoz ile korelasyon gdstermektedir.
Birgok prostat adenokarsinomunda iki veya daha fazla Gleason paterni
bulunmasindan dolay1 prostat adenokarsinomasinin biyolojik davranisiyla daha iyi
iligkili oldugu gosterilen Gleason skoru gelistirilmistir. Birincil ve ikincil paternlerin

toplami, Gleason skorunu vermektedir (Sekil 1) [35].

Igne biyopsilerinde artik 1 ve 2 numarali gleason paternleri atanmamakatdir. Bunun
nedeni ise zayif c¢ogalabilirlik ve radikal prostatektomi derecesi ile koti
korelasyonun olmasidir [34, 36]. Gleason 3 paterni dallanma benzeri g¢esitli
boyutlardaki ayri bezlerden olusur [34, 37]. Gleason 4 paterni, zayif bigimde
olusturulmus kaynasmis kribriform bezleri igerir [34, 38]. Gleason 5 paterni ise

timor tabakalari, tek tek hiicreler ve hiicrenin kordonlarindan olusur [34, 39].
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Sekil 2.1 :Prostatik adenokarsinomlarin histolojik paternlerinin diyagram gésterimi

2.3 Epigenetik

Epigenetik terimi ilk kez 1942 yilinda Conrad Waddington tarafindan ortaya
atilmigtir [40]. Epigenetik, protein translasyonundan once DNA sekansinda
kodlanmis bilgilerin transkripsiyonunu RNA'ya modiile eden diizenleyici islemler
olarak adlandirilir [41]. DNA Okaryotik ¢ekirdekte, niikleozom ile bir kromatin
yapisina sikigtirilir. Histon oktamer ¢ekirdek histonunun iki elementini (H3, H4,
H2A ve H2B) igerir [42, 43]. DNA'nin kromatin igine paketlenmesi, DNA'y1 kalip
olarak kullanan faktérlere potansiyel bir engel olusturur [43].

Her bir normal somatik hiicre, yaklasik {i¢ milyar baz ¢iftinden olusan ayni genomu
icermektedir. Cok sayida epigenetik modifikasyon, belirli bir hiicre tipindeki ve

gelisim asamasindaki genlerin transkripsiyonel mekanizmalara erisimini diizenler.



DNA metilasyon paternleri ve histon modifikasyonlar1 bi¢imindeki epigenetik
diizenlemeler gen regiilasyonunu diizenler [40, 44]. DNA'nin en belirgin epigenetik
modifikasyonu, basta CpG diniikleotidler baglaminda sitozinin karbon 5'
pozisyonunda meydana gelen metilasyondur. Genomun kodlanmayan bdlgeleri
genellikle genom instabilitesine neden olurken, cogu CpG adasi ve promotor bolgesi
demetilasyona ugrar. Farklilasma, gelisim veya hastalik siiregleri sirasinda
destekleyici metilasyon transkripsiyonel susturma ile iliskilendirilir [40, 45, 46]. Gen
ekspresyonunun epigenetik mekanizmalarin1 ve kromatin yapisini diizenleyen esas
olarak 1ii¢ degisiklik vardir. Bunlar; DNA metilasyonu, histon kovalent

modifikasyonu ve miRNA'lardir [43].

2.3.1 Kodlanmayan RNA’lar

Transkribe olan RNA'larin yalnizca % 2'si protein kodlamakta, geriye kalan protein
kodlamayanlar ise kodlanmayan RNA'lar (ncRNA'lar) olarak adlandirilmaktadirlar
[47, 48]. NcRNA’lar gegerli bir acik okuma g¢ergevesine sahip olmamakla birlikte
protein kodlama kapasitesi de bulunmamaktadir [49-52]. Kisa ncRNA’lar ve daha
uzun ncRNA’lar olmak iizere iki grupta toplanirlar. Kisa ncRNA’lar 200 niikleotit
olup, bu grupta piwi ile etkilesen RNA’lar, kii¢iik niikleolar RNA’lar (snRNA),
miRNA’lar ve digerleri bulunmaktadir [48, 53]. 200 niikleotitten daha uzun olanlar
ise IncRNA olarak adlandirilir [52, 54, 55]. Bu grupta ise; intergenik ncRNA’lar,
uzun intronik ncRNA’lar ve psodogen RNA’lar olmak tizere ¢ok ¢esitli ncRNA’lar
bulunmaktadir [52, 54].

2.3.2 MikroRNA’lar

MIiRNA’ lar, uzunluklari 19 ile 25 niikleotid arasinda degisen, transkripsiyonel olarak
gen ekspresyonunu diizenleyen, korunmus, kiiclik kodlanmayan RNA'larin bir
siifidir [56, 57]. ilk miRNA lin-4, C. elegans'da 1993 yilinda Victor Ambros ve
GaryRuvkun tarafindan kesfedilmistir [58, 59]. Hedef mRNA'nin 3' kodlamayan
bolgesine baglanarak birden ¢ok hedef genin ekspresyonunu inhibe ederler [60, 61].
Giiniimiizde, insanlarda 2500'den fazla tipte miRNA tespit edilmistir [61, 62]. Son
yillardaki ¢aligmalarda miRNA'larin gelisme, proliferasyon, farklilasma, apoptoz,
timor olusumu, sinyal iletimi, organ gelisimi ve hematopoetik soy farklilasmasi da
dahil olmak tizere bir¢ok kritik biyolojik siirecte 6nemli rol oynadiklar1 gosterilmistir

3, 63].



2.3.3 MikroRNA’larin biyogenezi

miRNA’larin biyogenezi ¢ok asamali bir siire¢ olup ¢ok sayida protein ve enzim
tarafindan diizenlenir [64, 65]. miRNA’lar ilk olarak RNA polimeraz II enzimi ile
transkribe edilerek pri-miRNA’ya doniistiiriiliir. Pri-miRNA’lar 5 'sapka yapisi ve 3'
poli A kuyrugi igeren hairpin (sag tokasi) yapisindadir [58, 66].

Pri-miRNA, RNase Il enzimi olan Drosha ve RNA baglayici protein Di George
kritik sendrom bolgesi 8 (DGCR8) tarafindan yaklasik 70 niikleotid uzunlugunda
pre-miRNA’ya islenir [63, 67]. Exportin 5 pre-miRNA'y1 exportin-GTPase RAN
sistemi yoluyla ¢ekirdegin disina gonderir [68, 69]. Bir sitoplazmik RNase 111 enzimi
olan Dicerl tarafindan da pargalanarak 22 niikleotidlik ¢ift sarmalli dubleks
olusturulur. Bu dubleks daha sonra Argonaute proteini (Ago) ile RISC olusturur [69,
70].

Olusan iki ayr1 dupleks miRNA'nmin sadece bir zinciri RISC kompleksine
yiiklenirken, diger zincir ¢ogunlukla degrade olarak disiiniilmektedir. RISC'ye
baglanan zincir, tamamlayici baz eslesmesiyle hedef mRNA'larla baglanmaktadir.
Tamamlayici bas eslesmesinde hata olusmamis ise sistem mMRNA’nin degredasyonu
ile translasyon engellenir. Bu siiregte GW 182 proteini, Ago proteinleri ile etkilesime
girerek translasyonel inhibisyonu ve mRNA bozulmasini saglar (Sekil 2.2) [70-72].
Genellikle hedef mRNA'larin 3'UTR'sine baglanan miRNA'lar, birkag farkli
mRNA'y1 hedef alabilirler. Ayn1 zamanda herhangi bir mRNA, farkli miRNA'lar i¢in
birden fazla baglanma yerine sahip olabilmektedir [3, 69].
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Sekil 2.2: miRNA biyogenezi. (DGCR8: Di George sendromu kritik bolge 8, TRBP: Transaktive
edici yanit olusturan RNA baglanma proteini, AGO: Argonaute, RISC: Indiiklenmis RNA susturma
kompleksi.)

2.4 MiRNA’lar ve Kanser

Kanser de dahil olmak iizere bir¢ok hastalikta, miRNA ekspresyon diizeylerinin
yaygin sekilde degistigini gésteren ¢ok sayida caligma bulunmaktadir [73, 74].
Kanserde miRNA’lar ilk kez 2002 yilinda, kronik lenfositik 16semide (KLL) miR-15
ve miR-16 kiimesi tanimlanarak bildirilmistir. KLL’deki miRNA delesyonunun,
kismen miR-15/16 anti-apoptotik hedef B hiicreli lenfoma 2'nin (BCL2) yiiksek

ekspresyonuna izin vererek gergeklestirdigi gosterilmistir [75, 76].



miRNA'nin anormal ekspresyonu i¢in farklit mekanizmalar gosterilmistir. Bunlardan

bazilari; genetik degisiklikler ve tek niikleotid polimorfizm (SNP), epigenetik

susturma ve MiRNA biyogenez yolagindaki defektlerdir [74]. Her tiimér tipinde,

tiimorii normal dokulardan ve diger kanser tiirlerinden ayiran farkli bir miRNA

isareti bulunmaktadir [73, 76]. Kansere bagli genlerin ekspresyonu gibi miRNA

ekspresyonu da, kromozomal amplifikasyon/delesyon, promotér metilasyonu ve

transkripsiyon faktorii aktivasyonu ile degisebilmektedir. Kanserle iligkili olarak en

1yl tamimlanmis miRNA’lar ve hedefleri Tablo 1'de gosterilmistir. Hedef mRNA'nin

3> UTR'sindeki baglanma bolgesi varyasyonlari kanser hiicrelerinin ortak bir

szelligidir [76, 77].

Tablo 2.1: TarBase’e gore kanserle iligkili olarak en iyi tanimlanmis miRNA’lar ve hedefleri.

miRNA Mekanizma Hedef Genler
E2F1, HBP1, CDKN1A, NCOA3, ERa, PTEN, MECP2, HOXAD5,
MiR17~92 Onkogen/ Tiimdr Supresor Gen VPS4B, MYCN, RAB14, DPYSL2, TGFBR2, TSG101,
ARHGAP12, BACE],
PDCD4, PTEN, RECK, PPARa, TIMP3, FasL, TGFBR2,
iR-21 Onk
m nrogen SERINB5, CDK2APL, TPM1
CDKNL1B, KIT, PPP2R2A, p27kipl, CDKN1C, ERa, KIT, DDIT4,
miR-221/222 Onkogen
BNIP3L, ZEB2, TBK1, CREBZF
let-7 Timor Supresor Gen NIRF, NF2, CASP3, TRIM71
BACE1, DMTF1, C22orf5, BCL2, ARL2, CCNT2, TPPP3,
. VEGFA, RARS, FGF2, ZNF622, DNAJB4, PURA, SHOC2,
miR-15/16 Tiimor Supresér Gen
LUZP1, FNDC3B, ITGA2, ATG9A, CAl12, TMEM43, YIF1B,
TMEM189, VTI1B, RTN4
E2F1, HBP1, CDKN1A, NCOA3, ERa, PTEN, MECP2, HOXAD5,
iR17~92 Onkogen/ Tiimor Supresér Gen VPS4B, MYCN, RAB14, DPYSL2, TGFBR2, TSG101,
ARHGAP12, BACE],
PDCD4, PTEN, RECK, PPARa, TIMP3, FasL, TGFBR2,
miR-21 Onkogen
SERINB5, CDK2AP1, TPM1
CDKNL1B, KIT, PPP2R2A, p27kipl, CDKN1C, ERa, KIT, DDIT4,
iR-221/222 Onk
m rIKOgen BNIP3L, ZEB2, TBK1, CREBZF, MYBLL, DKK2
let-7 Timor Supresér Gen NIRF, NF2, CASP3, TRIM71
BACE1, DMTF1, C22orf5, BCL2, ARL2, CCNT2, TPPP3,
. VEGFA, RARS, FGF2, ZNF622, DNAJB4, PURA, SHOC2,
miR-15/16 Tiimor Supresor Gen

LUZP1, FNDC3B, ITGA2, ATG9A, CA12, TMEMA43, YIF1B,
TMEM189, VTI1B, RTN4
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Bir miRNA’nin ekspresyonuna ve hedeflerine bagli olarak, onkogenikmiRNA veya
timor baskilayict miRNA olarak smiflandirilabilir.  Onkogenik miRNA'lara
onkomirler de denilmektedir. Onkomirler kanserde disregiile olmus miRNA'lardir.
Onkogenik miRNAlar, kanserde genellikle asir1 derecede eksprese edilerek anti
proliferatif, hiicre farklilagmasi ve proapoptotik genleri hedef alirlar.  Timor
baskilayict miRNA'lar ise genellikle normal doku, hiicre dongiisii ve proliferatif
genlere kiyasla kanserlerde diisiik seviyelerde ifade edilir [58, 78]. miRNA'larin
birgogu tlimor baskilayicilarin veya onkogenlerinin ekspresyonunu inhibe ederek
kanser fenotipine katkida bulunmaktadir. Onkomirler inhibe edilir veya timor
baskilayict miRNA'lar uyarilirlarsa, kanser tiiriine ve spesifik miRNA'ya bagli olarak
kanser hiicresi proliferasyonu, metastaz veya sagkalim 6nemli Slgiide azaltilabilir
[79, 80]. Bazi tiimérlerde birgok miRNA, onkojenik olabilirken diger kanserlerde
timor baskilayict olabilmektedir. miRNA'nin hiicresel biiylime iizerindeki etkisi,
tiimdr biiylimesini yonlendiren veya bastiran transkriptlerin sentezlenmesine baglidir.
Bunun en iy1 6rnegi, meme kanserinde tiimor biiyiimesini tesvik eden, ancak akciger
kanserinde tiimor biiyiimesini baskilayan miR-146a'dir [58].

Oligoniikleotid miRNA'nin mikroarray analizi, ¢ok sayida kansere spesifik hiicre
tipinde yiizlerce miRNA'nin ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi i¢in en
yaygin kullanilan tekniktir [74, 81]. miRNAprofili kullanan ¢aligsmalar, ayn1 dokuda
normal hiicrelerinkine kiyasla kanser hiicrelerinde 6nemli Ol¢lide farkli miRNA
profilleri oldugunu gostermistir. Ayrica Hierarchical clustering (hiyerarsik
kiimeleme) analizleri, miRNA imza (Signature) profillemesinin, timoér dokusu

orneklerinin belirli bir orijin halinde gruplanmasini sagladigint gostermistir [74].

2.4.1 miRNA’lar ve prostat kanseri

Bircok calisma, miRNA ekspresyon sinyallerini analiz ederek belirlenen miRNA'nin
up veya downregiilasyonunun prostat kanseri patogeneziyle iliskili oldugunu
gostermistir [82, 83]. Prostat kanserinde miRNA sentezlenmesine iliskin ¢ok sayida
calismada celiskili sonuglar ortaya c¢ikmaktadir. Bazi ¢aligmalarda miRNA'larin
timorlerde downregiile oldugu belirtilirken diger c¢aligmalarda ise tiimdrde
miRNA'larin genel olarakupregiile oldugu gosterilmektedir [18, 73].

Genel olarak hem prostat kanserinde, hem de kanser gelisiminde miRNA'nin
karmagikliginin biiylik bir kismi tamamen agiklifa kavusturulmamasina ragmen,

prostat kanserinde birkac kilit onkojenik yolakta miRNA'nin énemi gosterilmistir.
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Ozellikle prostat kanserinde, androjen reseptdr sinyal yolagi ile miRNA'larin
diizenlenmesi ve miRNA’larin bu yolak iizerindeki etkisi ilgi ¢ekmektedir.
PTEN/AKT sinyal yolaklari gibi prostat kanserinde miRNA'larin diger anahtar sinyal
yolaklariyla etkilesimi de tartisilmaktadir [84, 85].Yapilan c¢alismalar, timor
dokularinda farkli olarak eksprese edilen miRNA'larin plazma, serum veya idrar gibi
viicut stvilarinda prostat kanseri igin tanimlayici, prognostik ve terapotik biyomarker

olarak islev gordiigiinii ortaya koymaktadir [83].
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3.GEREC VE YONTEM

3.1 Malzemeler

Urine Total RNA Purification Maxi Kit (Norgen), glikojen (Thermo), miScript 1l RT
Kit (Qiagen), Tris baz (Sigma-Aldrich), Borik Asit (Sigma-Aldrich), EDTA (Sigma-
Aldrich), Etidyum Bromiir (Sigma-Aldrich), Gel Loading Buffer (Sigma-Aldrich),
miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen) ve miScript Primer Assay (Qiagen) ticari

olarak satin alinarak kullanildi.

3.2 Cihazlar

Nanodrop

Izole edilen tiim RNA 6rneklerinin konsantrasyon ve Kalite tayinleri icin kullanilds.
PCR Cihaz1

Total RNA 6rneklerinden cDNA sentezini ger¢eklestirmek icin kullanildi.

Jel Goriintiileme Sistemi

cDNA’larin  kontrolii i¢in gerceklestirilen agaroz jel -elektroforezinde jelin
gorlintiilenmesi i¢in kullanildi.

Real Time PCR

Orneklerden belirlenen miRNA’larin tespiti i¢in real time PCR uygulamasinda

kullanildi.

3.3 Calisma Materyali

Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Uroloji Anabilim Dali’nda,
prostat kanseri tanis1 konmus 8 hastadan ve kontrol grubu olarak da herhangi bir
kanser siiphesi bulunmayan 30 saglikli bireyden alinan kan ve idrar ornekleri
calisma materyali olarak kullanilmistir. Tiim bu c¢alisma materyalleri 09.12.2015

tarihli 16926 sayili etik kurulu kararinca toplanmustir.
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Goniilliilerin arastirmaya dahil edilme Kkriterleri (hasta grubu);

¢ Hasta patolojik olarak, kesin prostat kanseri tanisi almis olmali

e Hastanin baska sistemik hastaliginin olmamasi

¢ Eslik eden bagka bir kanserinin olmamasi

Goniilliilerin arastirmaya dahil edilme kriterleri (kontrol grubu);

e Prostat kanseri tanis1 almamis bireyler

e Bireyin sistemik hastaliginin olmamasi

¢ Bireyin kanser gecmisinin olmamasi

3.4 Total RNA izolasyonu

3.4.1 idrardan total RNA izolasyonu

Hasta ve kontrol grubundan taze olarak steril idrar numune kaplarina toplanan 50 ml

idrar 6rnegi steril falkonlara alinarak 3000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir.

Stipernatant tlipte 5 ml kalacak sekilde atilmigtir. Pelet 5 ml silipernatanti¢cinde

cozdiiriilerek idrar 6rnegindeki hiicre miktar1 lizis asamasi igin arttirilmistir. Bu

asamadan sonra ticari kit kullanilarak iireticinin talimatlarina uygun olarak total

RNA izolasyonu yapilmustir. Izolasyon protokolii asagidaki gibidir;

1.

5ml idrar 6rnegine 0.35 ml Slurry C3 ve 4.65 ml LysisBuffer A eklenmis
ardindan 15 saniye boyunca vorteks yapilarak hiicreler lizise ugratilmistir.
Lizata 5 ml 9%96-100’liik etanol eklenmis ardindan 10 saniye boyunca
vorteks yapilmustir.

2000 g’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir.

500 ul Wash Solution A eklenerek peletpipetajyapilarak ¢ozdiriilmiis
ardindan Mini Filter Spin kolonlara aktarilmistir. 14.000 g’de 1
dakikaboyunca santrifiij edilerek toplama tiipiinde kalan kisim atilmistir.
Kolona 500 pl Wash Solution A eklenerek 14.000 g’de 1 dakika boyunca
santrifiij edilmis toplama tiipiinde kalan kisim atilmistir. Bu asama iki defa
tekrar edilmistir.

Kolona 500 ul %96-100’liik etanol eklenerek 14.000 g’de 1 dakika boyunca
santrifiij edilmis toplama tiiptinde kalan kisim atilmastir.

Kolon bos bir sekilde 14.000 g’de 3 dakika boyunca santrifiij edilmis toplama

tiipiinde kalan kisim atilmistir.
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8.

10.

Kolon kapag agik ve yatay bir sekilde 60°C’de 3 dakika 1s1 blogunda inkiibe
edilmistir.

Kolon Elution tiiplere transfer edilmis 50 pl Elution Solution A eklenmistir.
Kolon ilk olarak 200 g’ de 2 dakika boyunca ardindan ise 14.000 g’de 3
dakika boyunca santrifiij edilmistir.

Elde edilen total RNA 6rnegi -80°C’lik dondurucuya kaldirilmistir.

3.4.2 Serumdan total RNA izolasyonu

Serumdan RNA izolasyonu trizol metoduyla yapilmistir. izolasyon protokolii

asagidaki gibidir;

1.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.

Hasta ve kontrol grubundan alinan 5 ml’lik kan 6rnekleri EDTA’l1 tiiplerde
toplanmis 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek serum kismi 2 ml’lik
steril tiiplere alinmustir.

500 pl serum Ornegi yeni bir steril 2ml’lik tiipe alinarak iizerine 1ml Trizol
eklenmistir.

Her 6rnege 1 pl nuclease-free glikojen(1pg/ul) eklenerek 20 saniye vorteks
yapilmis ardindan oda sicakliginda 10 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
Tiiplere 200 upl kloroform eklenmis tiipler ters diiz edilerek 20 saniye
boyunca karistirilmistir.

15 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

12.000 g’de 15 dakika boyunca 4°C’de santrifiij edilmistir.

Bu asamada 3 faz goriiniimii elde edilmis ve RNA’y1 igeren seffaf goriinimlii
iist fazdan 800pul alinarak yeni bir 2ml’lik tiipe aktarilmistir.

Her tiipe 600 pl olacak sekilde iki kez olmak kosuluyla toplamda 1.2 ml
izopropanol eklenmis ve 5 saniye boyunca vorteks yapilmustir.

10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

12.000 g’de 8 dakika boyunca 4°C’de santrifiij edilmistir.

Stipernatant pipet yardimiyla dikkatli bir sekilde alinarak atilmistir.

Her tiipe 1 ml %75’lik etanol eklenerek 5 defa ters diiz edilmistir.

7500 g’de 5 dakika boyunca oda sicakliginda santrifiij edilmistir.

Stipernatant pipet yardimiyla dikkatli bir sekilde alinarak atilmistir.

Tipler kapagi acik sekilde oda sicaklifinda 5 dakika boyunca inkiibe
edilmistir.

Her tiipe 20 pl nuclease-free su eklenerek pelet ¢ozdiirilmiistiir.
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17. Elde edilen total RNA 6rnegi -80°C’lik dondurucuya kaldirilmistir.

3.4.3 Elde edilen RNA’larin konsantrasyon ve kalitesinin tayini

Izole edilen tiim RNA orneklerinden 2 pl almarak konsantrasyonlar1 ve kalite
tayinleri spektrofotometre cihazi kullanilarak 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda

Olciilmiistiir.

3.5 Mikroarray

Kontrol ve hasta grubu kan ile idrarlarindan elde edilen RNA’larkendi gruplari iginde
birlestirilerek (toplamda 4 ornek) total RNA’larin konsantrasyonlart 100-500 ng
arasinda olacak sekilde kuru buz iginde yetkili firmaya mikroarray analizi igin
gonderilmistir. Firma biinyesinde GeneChip® miRNA4.0Array.-Affymetrix, 90241

ile mikroarray analizi gergeklestirilmistir.

3.6 cDNA Sentezi

Total RNA’lardan cDNA sentezi, ticari Kit kullanilarak iireticinin talimatlarina uygun
olarak yapilmistir. Her bir 6rnek igin Tablo 3.1°de wverildigi gibi karisim

hazirlanmistir. Sentez protokolil asagidaki gibidir;

Tablo 3.1: cDNA sentezi karisim miktarlari.

Karisim Miktar
5x miScriptHiFlexBuffer 4 ul

10x NucleicsMix 2 ul
RNase-freewater Degisken
miScriptReverseTranscriptaseMix 2 ul
Template RNA (1ug) Degisken
Toplam Hacim 20 pl

1. Tim karisim islemleri buz iistiinde yapilmistir.

2. Bu 20 pl’lik karigim hazirlandiktan sonra érnekler PCR cihazinda 37°C’de 60
dakika ardindan 95°C’de 5 dakika boyunca bekletilmistir.

3. Elde edilen cDNA’lar agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilerek-20°C’lik

dondurucuya kaldirtlmistr.
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3.6.1 Agaroz jel elektroforezi

3.6.1.1 10X’lik tris-borik asit-etilen daimin tetra asetat hazirlanmasi

Tris bazdan 121.1 gr, borik asitten 61.8 gr ve 0,02 M EDTA’dan 7.4 gr tartilarak bir siseye
alinmis ve tizerine 500ml ddH,0O eklenerek manyetik karistiricida ¢ozdiiriilerek 10X’1ik Tris-

Borik Asit-Etilen Diamin Tetra Asetat (TBE) hazirlanmustir.

3.6.1.2 %2’lik agaroz jel hazirlanmasi

Hazirlanan 10XTBE tamponu 1X’e disiiriilmiistiir. 2 gr agaroz tartilip bir erlene
alimmis ve 1XTBE ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Mikrodalgada 2,5 dakika boyunca
isitilip kaynatilan ¢ozeltiye 1 pl EtBr ilave edilerek hazirlanan jel yatagina
dokiilmistiir. Dokiilen c¢ozeltiye yilikleme kuyucuklarini olusturmak icin tarak
yerlestirilerek donmaya birakilmistir. Donmus jelden tarak dikkatlice ¢ikarilarak jel

1X TBE igeren yiikleme tankina yerlestirilmistir.

3.6.1.3 Orneklerin agaroz jel’e yiiklenmesi

cDNA sentez iriiniinden 1,5 ul alinip 10 pl nuclease-free su ile tamamlanmis ve
yikleme tamponundan 1 pl alinarak karigtirtlan 11 ul’lik 6rnekler jele sirasiyla
yiiklenmistir. Elektroforez tankinin kapag: kapatilarak 500 mA 80 V’a ayarlanan gii¢
kaynagina baglanmis ve 40 dakika boyunca yiiriitiilmiistiir. Yiriitiilen agaroz jel UV

151k altinda goriintiileme cihazinda incelenmistir.

3.7 Real Time PCR

8 hasta ve 8 kontroliin idrar ve kan Ornekleri olmak iizere toplamda 32 6rnek i¢in
cDNA’lerden ticari kit kullanilarak iireticinin talimatlarina uygun olarak real time
PCR yapilmistir. PCR i¢in hazirlanan karisim miktarlar1 Tablo 3.2°de gosterilmistir.
Referans gen RNUG-2 ile miR320-a ve miR6750-5p primerleri i¢in miScript Primer
Assay kullanilmistir. Real time PCR reaksiyon asamalar1 Tablo 3.3’te gosterilmistir.
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Tablo 3.2: Real time PCR karigim miktarlar.

Karisim Miktar
2x QuantiTect SYBR Green PCR 12,5 pul
Master Mix

10x miScript Universal Primer 2,5ul
10x miScript Primer Assay 2,5ul
RNase-free water 5,5 ul
Template cDNA 2 ul
Toplam Hacim 25 ul

Tablo 3.3: Real Time PCR reaksiyon agamalari.

Reaksiyon Asamalari Sicakhk Siire
On Denatiirasyon 95°C 15 dk
Denatiirasyon 94°C 15sn
Baglanma Degisken 30sn
Uzama 70°C 30 sn
Dongii Sayist 40 Dongii

Baglanma sicakliklari referans gen RNU6-2 igin 56°C, miR320a i¢in 58°C ve
miR6750-5p icin ise 55°C olarak belirlenmistir.

3.8 istatiksel Analiz

Hasta ve kontrol grubuna ait miR320a ve miR6750-5p hedef genleri ile referans gen
RNUB6-2 icin Ct degerleri belirlenmistir. Genlerin artis ve azalis oranlart 2%
yontemi kullanilarak hesaplanmustir.

Hastalar ve kontrol grubuna ait miR320a ve miR6750-5p igin gen ekspresyon
degisimlerinin kiyaslamast Mann Whitney U testi ile yapilmigtir. Anlamlilik siniri
p<0,05 olarak belirlenmistir. Istatiksel analizler GraphPad Prism 7 ile

gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Uroloji Anabilim Dali’nda,
prostat kanseri tanisi almis 8 olgunun yas ortalamasi 62 olup, PSA degerleri
ortalamasi 207 ng/ml’dir. Caligmaya dahil edilen prostat kanseri siiphesi bulunmayan

30 erkek bireyin yas ortalamasi 38 olup, PSA degerleri ortalamasi 0,77 ng/ml’dir.

4.1 Serum ve Idrar Orneklerinden Total RNA izolasyonu

Prostat kanseri tanis1 almig 8 hastadan ve kontrol grubu olarak da prostat kanser
stiphesi bulunmayan 30 bireyden alinan serum ve idrar 6rneklerinden elde edilen

total RNA’lara iliskin saflik ve konsantrasyon degerleri Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1: Hasta ve kontrol grubu idrar ve serum 6rneklerine iliskin RNA saflik ve

konsantrasyon degerleri. ( Ki: Kontrol Idrar, KS: Kontrol Serum, Hi: Hasta Idrar, HS: Hasta Serum)

Calisma Materyalleri 260/280 Oram Konsantrasyon (ng/pl)

Kil 1,16 31,3
Ki2 1,31 62,8
Ki3 1,64 49,3
Ki4 1,30 19,1
Ki6 0,92 89,4
Ki7 1,47 5,0

Ki8 1,23 13,5
Ki9 1,55 30,7
Kilo 1,28 10,2
Kill 1,23 18,5
Kil2 1,11 56,3
Ki13 0,92 86,2
Kil4 1,38 21,6
Kil6 0,94 105,6
Kil7 1,15 23,2
Kil8 1,25 20,9
Ki19 1,20 27,2
Ki22 1,22 20,1
Ki33 1,24 32,4
Ki37 1,30 30,1

19



Tablo 4.1 (Devam): Hasta ve kontrol grubu idrar ve serum 6rneklerine iligkin RNA saflik ve

konsantrasyon degerleri. ( Ki: Kontrol Idrar, KS: Kontrol Serum, Hi: Hasta Idrar, HS: Hasta Serum)

Calisma Materyalleri 260/280 Oram Konsantrasyon (ng/ul)

Ki38 1,32 30,2

Ki39 1,11 29,1

K140 1,13 35,3

Ki41 1,18 315

KS1 1,41 822,5
KS2 1,65 392,5
KS3 1,44 127,5
KS4 1,51 585,6
KS6 1,33 2735
KS7 1,48 4229
KS8 1,42 507,7
KS9 1,31 675,5
KS10 1,40 206,0
KS11 1,43 488,0
KS12 1,64 1107
KS13 1,30 1233
KS14 1,27 786,8
KS15 1,10 891,5
KS16 1,06 1424
KS17 1,04 628,3
KS18 1,22 553,1
KS19 1,46 566,5
KS21 1,54 625,4
KS22 1,41 901

KS23 1,51 595,1
KS32 1,79 298,4
KS33 1,44 204.6
KS34 1,51 638,4
KS37 1,59 2746
KS38 1,38 405,3
KS39 1,42 158,6
KS40 1,51 709,5
KS41 1,52 502,8
Hi1 1,86 126,2
Hi2 1,71 49,3
Hi3 2,13 107,6
Hi4 1,79 67,7
Hi5 1,15 14,4
Hi6 1,41 22,7
Hi7 1,37 19,5
Hi8 1,41 17,6
HS1 1,35 290,9
HS2 1,41 572,4
HS3 1,31 4486
HS4 0,79 385,3
HS5 1,41 594,1
HS6 1,16 459,5
HS7 1,14 301,0
HS8 1,37 648 4
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4.2 Mikroarray Analiz Sonuclari

Idrar &rneklerinde GeneChip® miRNA4.0Array.-Affymetrix ile tespit edilen
mMiRNA’lar ve kontrol grubuna kiyasla ekspresyon degisimleri Tablo 4.2°de
gosterilmistir. Ayni1 Orneklere ait Scatter Plot sonucu Sekil 4.1’de Heat Map

Clustering analizi ise Sekil 4.2’de gosterilmistir.

Tablo 4.2: idrar drneklerinde tespit edilen miRNA’lar ve kontrol grubuna kiyasla ekspresyon

degisimleri.

MiRNA Transkripti Erisim Kodu Kat Degisimi
hsa-miR-744-5p MIMATO0004945 6,21
hsa-miR-6726-5p MIMATO0027353 5,49
hsa-miR-4485 MIMATO0019019 5,34
hsa-miR-6813-5p MIMATO0027526 5,24
hsa-miR-3180 MIMATO0018178 4,33
hsa-miR-3197 MIMATO0015082 4,24
hsa-miR-4532 MIMATO0019071 3,99
hsa-mir-4674 MI10017305 3,57
hsa-miR-4449 MIMATO0018968 3,52
hsa-miR-3180-3p MIMATO0015058 3,39
hsa-miR-3663-3p MIMATO0018085 3,14
hsa-miR-6824-5p MIMATO0027548 3,01
hsa-miR-885-3p MIMATO0004948 2,91
hsa-miR-4749-5p MIMATO0019885 2,9
hsa-miR-6819-5p MIMATO0027538 2,84
hsa-miR-4706 MIMATO0019806 2,66
hsa-miR-3178 MIMATO0015055 2,6
hsa-miR-6075 MIMAT0023700 2,57
hsa-miR-3937 MIMAT0018352 2,47
hsa-miR-1275 MIMATO0005929 2,42
hsa-miR-423-5p MIMATO0004748 2,4
hsa-miR-6787-5p MIMATO0027474 2,4
hsa-miR-6845-5p MIMAT0027590 2,39
hsa-miR-4649-5p MIMATO0019711 2,38
hsa-miR-6782-5p MIMATO0027464 2,37
hsa-mir-3648 M10016048 2,36
hsa-miR-4674 MIMATO0019756 2,32
hsa-mir-4758 MI10017399 2,31
hsa-miR-6808-5p MIMATO0027516 2,3
hsa-mir-6090 M10020367 2,3
hsa-miR-1909-3p MIMATO0007883 2,29
hsa-miR-6848-5p MIMATO0027596 2,29
hsa-miR-378h MIMAT0018984 2,27
hsa-miR-6802-5p MIMATO0027504 2,24
hsa-miR-6750-5p MIMATO0027400 2,23
hsa-mir-4466 M10016817 2,23
hsa-miR-6510-5p MIMATO0025476 2,21
hsa-miR-6778-5p MIMATO0027456 2,2
hsa-miR-4750-5p MIMAT0019887 2,16
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Tablo 4.2 (Devam): idrar 6rneklerinde tespit edilen miRNA’lar ve kontrol grubuna kiyasla
ekspresyon degigimleri.

MiRNA Transkripti Erisim Kodu Kat Degisimi
hsa-miR-4673 MIMATO0019755 2,15
hsa-miR-7150 MIMAT0028211 2,14

hsa-miR-1224-5p MIMATO0005458 2,13
hsa-miR-4467 MIMATO0018994 2,09
hsa-miR-7110-5p MIMAT0028117 2,09
hsa-mir-320e M10014234 2,08
hsa-miR-4417 MIMAT0018929 2,05
hsa-miR-4274 MIMATO0016906 2,02
hsa-miR-4492 MIMAT0019027 2,02
hsa-miR-4701-3p MIMATO0019799 -2,08
hsa-miR-6812-5p MIMAT0027524 -2,12
hsa-miR-6124 MIMAT0024597 -2,13
hsa-miR-3613-5p MIMATO0017990 -2,15
hsa-miR-4440 MIMAT0018958 -2,16
hsa-miR-575 MIMATO0003240 -2,28
hsa-miR-6840-3p MIMATO0027583 -2,31
hsa-miR-6716-3p MIMAT0025845 -2,52
hsa-miR-8071 MIMATO0030998 -2,76
hsa-miR-320c MIMATO0005793 -2,99
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Sekil 4.1: Idrar 6rneklerindeki hasta ve kontrol grubu i¢in miRNA ekspresyonlarindaki degisimin
Scatter Plot ile gosterimi.
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Sekil 4.2: idrar 6rneklerinde eksprese olan miRNA’larin Heat Map Clustering analizi. Haritadaki

renklerin dagilimi iki grup arasindaki miRNA o6rneklerini ifade etmektedir. Kirmizi renk ve parlaklik

derecesi upregiile olan miRNA 6rneklerini gostermektedir. Yesil renk ve parlaklik derecesi

downregiile olan miRNA o6rneklerini gostermektedir.
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Serum orneklerinde GeneChip® miRNA4.0Array.-Affymetrix ile tespit edilen
mMiRNA’lar ve kontrol grubuna kiyasla ekspresyon degisimleri Tablo 4.3’te
gosterilmistir. Aynmi Orneklere ait Scatter Plot sonucu Sekil 4.3’te Heat Map

Clustering analizi ise Sekil 4.4’te gosterilmistir.

Tablo 4.3: Serum 6rneklerinde tespit edilen miRNA’lar ve kontrol grubuna kiyasla ekspresyon

degisimleri.

MiRNA Erisim Kodu Kat Degisimi
hsa-miR-486-5p MIMATO0002177 11,02
hsa-miR-149-3p MIMATO0004609 5,57

hsa-miR-1237-5p MIMAT0022946 4,94
hsa-miR-4687-3p MIMATO0019775 4,84
hsa-miR-4463 MIMATO0018987 4,38
hsa-miR-4529-3p MIMATO0019068 3,93
hsa-miR-4508 MIMATO0019045 3,28
hsa-miR-4763-3p MIMATO0019913 3,15
hsa-mir-7706 M10025242 2,82
hsa-miR-6756-5p MIMATO0027412 2,8
hsa-mir-6776 M10022621 2,72
hsa-miR-6715a-3p MIMATO0025841 2,55
hsa-miR-6869-5p MIMATO0027638 2,55
hsa-miR-3196 MIMATO0015080 2,48
hsa-miR-409-3p MIMATO0001639 2,43
hsa-miR-6750-5p MIMATO0027400 2,37
hsa-miR-4728-5p MIMAT0019849 2,13
hsa-miR-4700-3p MIMATO0019797 2,09
hsa-miR-6819-3p MIMATO0027539 2,06
hsa-miR-6803-5p MIMATO0027506 -2,01
hsa-miR-4785 MIMAT0019949 -2,03
hsa-miR-320a MIMATO0000510 -2,05
hsa-miR-4532 MIMATO0019071 -2,05
hsa-mir-4490 MI10016852 -2,06
hsa-miR-1180-5p MIMATO0026735 -2,08
hsa-miR-3613-3p MIMATO0017991 -2,09
hsa-miR-6850-5p MIMATO0027600 -2,22
hsa-miR-6780b-5p MIMAT0027572 -2,28
hsa-miR-4668-5p MIMATO0019745 -2,45
hsa-miR-1908-5p MIMATO0007881 -2,48
hsa-miR-1228-5p MIMATO0005582 -2,52
hsa-miR-940 MIMATO0004983 -2,65
hsa-miR-4706 MIMATO0019806 -2,72
hsa-miR-668-5p MIMATO0026636 -2,95
hsa-miR-602 MIMATO0003270 -3
hsa-miR-4707-5p MIMATO0019807 -3,96
hsa-miR-6511b-5p MIMAT0025847 -5,07
hsa-miR-6126 MIMAT0024599 -18,39
hsa-miR-4484 MIMAT0019018 -23,97

25



w

=
=]
=
d
7]
1@ E
c # *
3
E
-
T x
. "
# HastaSerum
1 2 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Sekil 4.3: Serum 6rneklerindeki hasta ve kontrol grubu i¢in miRNA ekspresyonlarindaki
degisimin Scatter Plot ile gosterimi.
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Sekil 4.4: Serum orneklerinde eksprese olan miRNA’larin Heat Map Clustering analizi. Haritadaki

renklerin dagilimi iki grup arasindaki miRNA 6rneklerini ifade etmektedir. Kirmizi renk ve parlaklik
derecesi upregiile olan miRNA 6rneklerini gostermektedir. Yesil renk ve parlaklik derecesi

downregiile olan miRNA o6rneklerini gostermektedir.
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4.3 Serum ve Idrar Orneklerinde Ortak Olarak Bulunan MikroRNA ’lar

Serum ve idrarda ortak olarak tespit edilen miRNA’larin kontrol grubuna kiyasla

ekspresyon degisimleri Tablo 4.4°te gdsterilmistir.

Tablo 4.4: Serum ve idrar drneklerinde ortak olarak ekspresyonu degisen miRNA’lar.

miRNA Erisim Kodu Kat Degisimi Kat
(Idrar) Degisimi(Serum)

hsa-miR-4532 MIMATO0019071 3,99 -2,05

hsa-miR-6750-5p MIMATO0027400 2,23 2,37

hsa-miR-4706 MIMATO0019806 2,66 -2,72

hsa-miR-320a MIMATO0000510 -4,2 -2,05

Mikroarray analiz sonucuna gore hastalara ait idrar ve serum orneklerinde ortak
olarak ekspresyonu degisen 4 miRNA’dan idrarda ve serumda ayni anda downregiile

ve upregiile olan miR320a ile miR6750-5p ileriki analizler igin segilmistir.

4.4 Real Time PCR Bulgular:

Referans gen RNUG6-2 kullanilarak miR320a i¢in real time PCR analizi sonucu serum
ornekleri i¢in p degeri 0,0317 olarak belirlenerek istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (Sekil 4.5).

Serumda miR-320a analizi
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Sekil 4.5: Serumda miR320a’nin kontrol ve hasta grubundaki gen ekspresyon diizeylerinin

kargilagtirilmasi.
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Referans gen RNUG-2 kullanilarak miR320a igin real time PCR analizi sonucu idrar
ornekleri i¢in p degeri 0,0106 olarak belirlenerek istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (Sekil 4.6).

idrarda miR-320a analizi
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Sekil 4.6: Idrarda miR320a’nin kontrol ve hasta grubundaki gen ekspresyon diizeylerinin

karsilagtirilmasi

Bu c¢alismada, prostat kanseri hastalarina ait serum ve idrar Orneklerini saglikli
kontrol grubuyla kiyasladigimizda miR320a’nin ekspresyonunda anlamli bir
artigoldugunu ve prostat kanseri hastalarinda miR320a’nin upregiile oldugunu
gostermis bulunmaktayiz. miR320a’nin serum ve idrar 6rneklerinde ortak olarak
ekspresyon artigint gostermis oldugumuz bu calismamizi destekler nitelikteki en
kapsamli ¢aligma Porkka ve arkadaslarinin 2007 yilinda prostat kanseri dokusu ve
BPH dokusu ile yapmis olduklari ¢alismadir. Bu ¢alismada 37’si downregiile, 14’1
upregiile olan toplamda 51 farkli miRNA tespit edilmis ve 8 prostat karsinom ornegi
BPH o6rnekleri ile kiyaslandiginda miR320 ekspresyonunda anlamli bir artis oldugu
(p=0,0028), mMiR320’nin karsinomlarda upregiile oldugu gosterilmistir [86].
Calismamizda prostat kanseri hastalarinin serum ve idrar 6rneklerinde ortak olarak
ekspresyon artigini tespit ettigimiz miR320a’nin Porkka ve arkadaslari tarafindan
yapilan ¢alismada doku orneklerinde de ekspresyon artiginin tespit edilmesi bizim

sonuglarimizla korelasyon gostermektedir. Diger yandan farkli kanser tiirlerinde de
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miR320a’nin ekspresyon artis1 ¢esitli calismalarla gosterilmistir. Bunun en 6nemli
ornegi Ristou ve arkadaglarmin 2014 yilinda 35 kolorektal kanseri hastasinin cerrahi
Oncesi ve sonrasi plazma 6rneklerini kullanarak yaptiklar1 ¢calismadir. Bu ¢alismada
cerrahi 6ncesi ve cerrahi sonrasi alinan plazma 6rneklerinde 9 farklt miRNA tespit
edilmis olup, cerrahi 6ncesinde upregiile olan miR320a’nin cerrahi sonrasindaki
stirecte ise ekspresyonunda azalma oldugu gosterilmistir [87]. Bu c¢alismaya ek
olarak Ferracin ve arkadaslarinin 2015 yilinda melanoma, meme, akciger, kolorektal
ve tiroid kanseri hastalar1 ve saglikli kontrollerin plazma ve serum o6rneklerinde
yaptiklar1 caligmada ekspresyon seviyelerinde degisiklik gozlenen 9 farkli miRNA
tespit edilmistir. Tespit edilen bu miRNA’lardan miR320a’nin melanomali bireylerde
saglikli kontrollere kiyasla ekspresyonunda anlamli bir artis gozlenmistir [88].
Ferracin ve arkadaslarinin bu galigmasi ile de miR320a’nin melanomada upregiile
olmasi ¢alismamizi destekler niteliktedir.

Calismamizda prostat kanseri hastalarindan elde edilen kan ve idrar Orneklerinde
ekspresyon artisi gosteren miR320a’nin farkli ¢alismalarda ekspresyon seviyesinde
azalma oldugu saptanmistir. 2016 yilinda Okato ve arkadaslar1 15 normal prostat
dokusu, 15 prostat kanseri dokusu ve 8 kastrasyona direngli prostat kanseri
dokusuyla yaptiklar1  ¢alismada miR320a  ekspresyonu  degisikliklerini
incelemislerdir. Buna gore, normal prostat dokusuna kiyasla prostat kanseri
dokusunda miR320a ekspresyonunda anlamli bir azalma goézlemlenmistir ve
miR320a’nin hedefi olan lizozomal iliskili protein 1 (LAMP1)’in susturulmasiyla
prostat kanseri hiicre hattinda hiicre proliferasyonu, hiicre gocii ve istilasinin énemli
Ol¢iide inhibe edildigi gosterilmistir. Bu ¢aligma ile miR320a’nin tiimdr supresor
olarak gorev yapabilecegi Onerilmektedir [89]. Tiimor supresor olarak goérev alan
miR320a’nin gosterildigi diger ¢alisma ise Ge ve arkadaslarinin 2017 yilinda mide
kanseri  primer tiimorlerinde  saglikli  kontrollere  kiyasla ~miR320a’nin
ekspresyonunda anlamli bir azalma oldugunu gosterdikleri ¢alismadir. MiR320a
hedefi olan metallopeptidase domain 10 (ADAMI10)’nun atteniie edilmesi sonucu
hiicre proliferasyonunda azalma oldugunu ve miR320a’nin mide kanserinde tiimor

baskilayici oldugunu belirtmislerdir [90].
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Referans gen RNUG6-2 kullanilarak miR6750-5p i¢in real time PCR analizi sonucu
serum Ornekleri i¢in p degeri 0,3175 olarak belirlenerek istatiksel olarak anlamli

bulunamamustir (Sekil 4.7).

Serumda miR6750-5p analizi
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Sekil4.7: Serumda miR6750-5p’nin kontrol ve hasta grubundaki gen ekspresyon diizeylerinin

karsilagtirilmasi.

Referans gen RNUG6-2 kullanilarak miR6750-5p i¢in real time PCR analizi sonucu
idrar ornekleri i¢in p degeri 0,9591 olarak belirlenerek istatiksel olarak anlamli

bulunamamistir (Sekil 4.8).
idrarda miR-6750-5p analizi
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Sekil 4.8: idrarda miR6750-5p nin kontrol ve hasta grubundaki gen ekspresyon diizeylerinin

karsilastirilmasi.
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Bu tez calismasinda miR320a haricinde serum ve idrar orneklerinde ortak olarak
ekspresyon degisimi gozlenen miR6750-5p’nin  ekspresyon diizeyleri de
incelenmistir. Istatiksel olarak anlamli bulunmamasina karsin prostat kanseri
hastalarina ait serum ve idrar orneklerinde kontrol grubuna kiyasla miR6750-5p
ekspresyonunda artig goézlemlenmistir. Bizim bilgilerimize gore literatiirde prostat
kanserinde miR6750-5p’yi igeren bir ¢alisma bulunmamasma karsin, diger
kanserlerde ise 2017 yilinda Ma ve arkadaslarinin kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanseri hiicre hatlarinda yapmis olduklar1 sadece bir ¢alisma bulunmaktadir.
A549/GR hiicre hattinda yapmis olduklari bu ¢alismada IGF-1R (insulin-like growth
factor 1 reseptor) geninin susturulmasiyla 13’0 upregiile, 59’u downregiile olan
toplamda 72 farklt miRNA tespit etmislerdir ve miR6750-5p’nin downregiile oldugu
gosterilmistir [91].

Karsinoma orneklerinde miRNA'larin farkli ekspre edilmesi,mekanik olarak kanser
gelisiminde rol oynayabileceklerini diisiindiirmektedir. Prostat kanserinde bireysel
miRNA'larin roliinii aydinlatmak icin farkli olarak ifade edilen miRNA'lar tarafindan
diizenlenen genler ve yolaklar {izerinde g¢alisilmaktadir [86]. Yapilan calismalar,
timor dokularinda farkli olarak eksprese edilen miRNA'larin plazma, serum veya
idrar gibi viicut sivilarinda prostat kanseri i¢in tanimlayici, prognostik ve terapdtik
biyomarker olarak islev gordiigiinii ortaya koymaktadir [83].

Caligma verilerine bakildiginda mikroarray sonuglari ile yapmis oldugumuz real time
per sonuclarimiz korelasyon gostermemektedir. Mikroarrayde hasta ve kontrol
grubuna ait 6rnekler kendi gruplari i¢inde pool yapilarak analiz edilmis, real time
pcr’da ise her birey i¢in ayr1 ayri analiz yapilmistir. Bu sebeplerden 6tiirii ¢aligma
sonuglarimiz real time pcr bulgular lizerinden degerlendirilmis olup, mikroarray
sadece kan ve idrarda ortak olan miRNA’larin tespiti i¢in kullanilmistir.
Calismamizda prostat kanserinde serum ve idrar orneklerinde kontrol grubuna
kiyasla miR320a ve miR6750-5p’nin ekspresyon seviyesinde artis tespit edilmis, bu
durum bu miRNA’larin  onkogenik miRNA olarak islev yapabildigini
diistindiirmektedir. Literatiirde ekspresyon diizeyinde artig gozlemledigimiz miR320a
ve miR6750-5p ile ilgili karsit ¢alismalar bulunmaktadir. Ancak Kanser tiirlerinde
miRNA’larin ekspresyon degisikliklerinin farkliligi, miRNA'larin dokuya spesifik
olmast nedeniyle kdken olarak birbirinden ayri hiicrelerden kaynakli kanserlerde
farkli miRNA'larin upregiile veya downregiile olmasi One siiriilmektedir [86].

miRNA'nin hiicresel biiylime tizerindeki etkisi, tiimor biiylimesini yonlendiren veya
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bastiran transkriptlerin sentezlenmesine baglidir. Bundan yola c¢ikarak bir¢cok
miRNA’nin ¢esitli kanserlerde, onkogenik etkisi goriiliirken diger kanserlerde tiimor
baskilayici etkisi goriilebilmektedir [58].

Calismamizda prostat kanserinde, ortak olarak serumda ve idrarda kontrol grubuna
kiyasla hasta drneklerinde miR320a ekspresyonunda istatiksel olarak anlamli bir artis
gbzlenmis, miR6750-5p’de ise istatiksel olarak anlamli bulunmamasina karsin hasta
orneklerinde ekspresyon diizeyinde artis gozlenmistir. Sonuglarimiz, prostat
kanserinde serumda ve idrarda ekspresyonu degisen ortak miRNA’lar1 ortaya
cikarmistir. Bu calisma prostat kanseri tanisinda 6nemli olabilecek aday biyomarker

miRNA’larin tespit edilmesi i¢in bir 6n ¢aligsma niteligindedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Prostat kanseri hasta ve saglikli kontrollere ait serum ve idrar drneklerinden miRNA
mikroarray taramasi yapilmis, ekspresyon degisimi gozlenen serumda 40 farkls,
idrarda ise 63 farkli miRNA tespit edilmistir. Tespit edilen miRNA’lardan serum ve
idrarda ortak olarak ekspresyon degisimi gozlenen 4 farkli miRNA tespit edilmistir.
Belirlenen miRNA’lar arasindan serum ve idrar Orneklerinde ortak olarak
ekspresyonu artan ve azalan miR320a ve miR6750-5p segilerek real time PCR
yapilmustir. Referans gen olarak RNU6-2 kullanilarak gerceklestirdigimiz real time
PCR sonucglarmiza gore, miR320a ekspresyonunda istatiksel olarak hasta
orneklerinde anlamli bir artis gozlenmis, miR6750-5p’de ise istatiksel olarak anlamli

bulunmamasina karsin hasta dérneklerinde ekspresyon diizeyinde artis gézlenmistir.

Yapmis oldugumuz bu tez c¢alismasi ile prostat kanserinde idrar ve serum
orneklerinde ekspresyon degisimi gozlenen miRNA’lar1 tespit ederek miRNA’larin
prostat kanseri tanisinda biyomarker olarak kullanilmasi yoniinde bir 6n veri
olusturmus bulunmaktayiz. Calismada kullanilan 6rnek sayisinin arttirilmasi, idrar ve
serumda belirlenen miRNA’larin kanser dokusunda da belirlenerek ¢alismanin
desteklenmesine ihtiya¢ vardir. Daha ileriki agsamalarda ise belirlenen miRNA’larin
hedef genlerinin tespitiyle hiicresel siirecte rollerinin arastirilmasi ve yolak analizi

yapilmasi ¢aligmanin desteklenmesi acisindan énemlidir.
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o gergeklegticimesings etk ve bilimsel sakinez bulenmadi@ing toplantya katlan etik kusal Gy tam saysn salt cogunlugy ile
- karar verilmiglir.
=
P lag ve Biyolajik Uriinlerin Elinik Argirmalon Haklanda ¥ anetmelik kapsamindn yer alan arastirmalanigalismalar ipin Tirkiye

lag ve Tibki Cinz Kuromu'ndan kzin almmas gerskmektedie.
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