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PROSTAT KANSERININ SERUM iRiSiN VE DOKU MiR-511-5P
VE MIR- 6856-5P SEVIYELERI ILE ILiSKiSI

OZET

Amac: Calismada prostat kanseri hastalarinin hem Gleason skoruna gore (Gleason
skor 6, 7, ve 8 ve iizeri olacak sekilde) 3 gruba ayrilmis hasta gruplarinin kendi aralarinda
hem de kontrol grubu ile bu gruplar arasinda serum irisin seviyesi ile prostat doku miR-511-

5p ve miR-6856-5p anlatim seviyelerinin degisiminin anlamli olup olmadig1 amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: miR-511-5p ve miR-6856-5p anlatim seviyeleri prostat
dokularinda “real time” PCR (“Polimerase Chain Reaction”) ile incelenmistir. Ayrica irisin

seviyesi ELISA (“Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay”) kiti ile 6l¢iildii.

Histolojik incelemelere dayali teshislerden yola ¢ikarak 20 kisilik kontrol grubuna
ek olarak 58 hasta birey goniilliiliikk esasina dayal1 olarak ¢aligmaya dahil edilmistir. Hasta
bireyler Gleason skorlarina 3 gruba ayrildi. 20 hasta Gleason skoru 6, 20 hasta Gleason skoru

7 ve 18 hasta da Gleason skoru 8 ve lizeri olarak belirlendi.

Bulgular: Yapilan ¢alisma ve hesaplamalar sonucunda, prostat spesifik antijen
(PSA) degeri kontrol grubu sadece en ileri diizeydeki prostat kanseri hasta grubu ile

istatistiksel farklilik gostermekle birlikte diger gruplar arasinda bir fark gézlemlenmedi.

Dokudaki miR-511-5p ve miR-6856-5p hasta gruplarinda kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde yiiksek ¢ikmistir ve her ikisi arasinda dogru orantili olarak bir baglant
tespit edilmistir. Ancak irisin serum seviyesi gruplar arasinda bir fark géstermedigi gibi diger

degiskenlerden sadece kolesterol ile anlamli korelasyon gostermektedir.

Sonu¢: PSA’nin seviyesi Ozellikle hastalik ilk evrelerinde tam belirleyici eleman
olamamakla birlikte miR-511-5p ve miR-6856 nin hasta bireylerde yiiksek anlatim yapmasi
hem ilerleyen calismalarda biyobelirte¢ ¢caligmalarina hem de genetik tedavi calismalarina

151k tutacag diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: irisin, Mir-511-5p, Mir-6856-5p, Prostat Kanseri
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RELATIONSHIP OF PROSTATE CANCER BETWEEN SERUM
IRISIN, TISSUE MIR-511-5P AND MIR-6856-5P LEVELS

ABSTRACT

Aim: In the study, prostate cancer patients were divided into 3 groups according
to Gleason score (Gleason score 6, 7, and 8 and above), and It was aimed to determine
whether the change in serum irisin levels, prostate tissue miR-511-5p and miR-6856-5p

expression levels was significant between control and three patient groups,

Materials and Methods: miR-511-5p and miR-6856-5p expression levels were
examined in prostate tissues by “real time” PCR. Irisin level was also measured by

ELISA kit.

Based on diagnoses and histological examinations, 20 healty and 58 patients,
were included in the study on a voluntary basis. Patients were divided into 3 groups
according to their Gleason scores. 20 patients had a Gleason score of 6, 20 patients had

a Gleason score of 7, and 18 patients had a Gleason score of 8 and above.

Results: As a result of the study and calculations, the PSA value showed a
statistical difference only with the control group and the most advanced prostate cancer

patient group, but no difference was observed between the other groups.

miR-511-5p and miR-6856-5p were statistically significantly higher in the patient
groups compared to the control, and a directly proportional connection was detected
between both. However, no difference were detected for the serum level of irisin and

showed a significant correlation only with cholesterol.

Conclusion: Although PSA level can not be an exact determining factor,
especially in the early stages of the disease, it is thought that the high expression of miR -
511-5p and miR-6856 in patient individuals will shed light on both biomarker studies

and genetic treatment studies in future studies.

Keywords: Irisin, Mir-511-5p, Mir-6856-5p, Prostate Cancer
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1. GIRIS VE AMAC

Prostat erkeklerde iireme yardimci organlar1 sinifina girmektedir (1), ancak;
liretranin etrafini sarmasi sebebi ile prostattaki anormallikler {iirinasyonda da

anormalliklere yol acabilmektedir (2).

Prostat kanseri ise prostat dokusunda meydana gelen anormal hiicre
biiylimeleri ve bu anormal biliyiime gosteren hiicrelerin basta ¢evredeki kemik dokular
olmak iizere viicuda yayilmasidir. Goriilme siklig1 ve mortalite oran1 olarak erkeklerde

diinya geneline bakildiginda ilk onda yer almaktadir (3).

Prostat kanseri teshisi i¢in dncelikle kandan PSA degerlerine bakilir ve belli
bir seviyenin {lizerine ¢ikmasi halinde biyopsi yapilarak histolojik incelemeye alinir
(4). Histolojik incelemeye gore Gleason skoru hesaplandiginda eger skor 6 ve iizeri

olursa kanser teshisi konulmaktadir (5).

Mikro riboniikleik asit (miRNA)’ler, protein sentezinde gorev alan mesajci
riboniikleik asit (mRNA)’larin translasyonunu baskilayarak genetik anlatimi
diizenlemekte gorev almaktadir (6). MiRNA, bulundugu doku ve hedef aldig1 dokuya

gore onkogen olabilecegi gibi tiimor siipresor olabilmektedir (7,8).

MiR-511-5p ve miR-6856-5p, daha Once yapilan ¢alismalarda kanser iligkili
degisimler gosterdigi bilinen (9,10), fakat; prostat kanseri ile ilgili calisitlmamis iki
miRNA oldugu i¢in bu calismada her iki miRNA ’nin da Gleason skorlarina gore 3
gruba ayrilmis prostat kanseri hastalar1 ve kontrol grubu arasinda karsilastirma

analizleri planlandi.

Hedef analizine gore, bazi kanser tiirleri ile iligkili oldugu bulunan irisinin (11)
mRNA’sin1 miR-511-5p ve miR-6856-5p’nin hedef aldigi goériildiiglinden bu
miRNA’lar ile irisin seviyesi arasinda bir prostat kanserine bagli bir baglanti olup

olmadigini1 anlamak i¢in ELISA c¢alismasi hedeflendi.

Bu dogrultuda bu ¢alismada Gleason skorlarina gére 3 gruba ayrilmis prostat
kanseri hastalarinin dokularinda “real-time” PCR ile miR-511-5p ve miR-6856-5p
seviyelerinin degisimi ve yine ayni gruplarin ELISA ile serumda irisin degisimi ile bu

degisimler arasinda iliski olup olmadigini incelemek amaglanmistir.



Calismaya katilan bireylerin demografik verilerine ait ham veriler EK-1’de,
kan testi sonuclart EK-2’de verilmistir. Ayrica deneysel calisma sonucunda elde

edilen Ct degerleri ve ELISA ham verileri EK-3’te yer almaktadir.

Calisma i¢in gerekli etik kurul onay belgelerinin tarama goriintiileri EK-8.4te

yer almaktadir.

Hipotez: Prostat kanseri hastalarinin doku miR-511-5p ile miR-6856-5p
ekspresyon seviyelerinde ve irisin serum ekspresyon seviyesinde saglikli bireylere

degisim vardir.

Hipotez: Gleason skorunun artmasiyla miR-511-5p ile miR-6856-5p

ekspresyon seviyelerinde ve irisin serum ekspresyon seviyelerinde degisim gosterir.

Hipotez: Serum irisin seviyesi kontrol ve prostat kanseri hasta bireylerde

farklidir.

Hipotez: Serum irisin seviyesi prostat kanseri hastalarinda Gleason skoruna

bagli olarak degisim gostermektedir.

Hipotez: Prostat kanseri bireylerde doku miR-511-5p, miR-6856-5p ve serum

irisin ekspresyon seviyeleri arasinda korelasyon vardir.



2. GENEL BILGILER

2.1. PROSTAT ANATOMISI VE FiZYOLOJiSi

Prostat, vajinanin asidik ortamindan spermi koruyan hem de sperm beslenmesi
icin gerekli protein ve enzim igerikli alkali sivi salgilayarak erkek iireme sistemine
yardimc1 ceviz biiyiikliiglinde yogun fibromuskiiler bir bezdir (12). Ejakiilasyon ile atilan
semenin ligte birini prostat salgis1 olusturmaktadir (13). Rektumun 6niinde kii¢iik pelviste
yer alan prostat, mesane tabani ile mesanenin boyun kismini gevreler ve ters konik bir
yapidadir. Tepe noktasi ise daha asagida yer alan dis iiretral sfinkter tizerindedir (12).

Normal prostatin dlgiileri 4*3*3 cm civarindadir ve 15-20 gr. agirligindadir (14).

Anatomik olarak anteriyor ve posterior loblar, iki lateral lob ve bir medyal lob
olmak iizere 5 lobdan olusmakla birlikte klinik olarak sag ve sol olmak tizere iki lateral
lob ve bir medyal loba ayrilir (12). Histolojik olarak bakildiginda ise prostat bezi 4 farkl
anatomik bolgeye ayrilir: Hacimsel olarak %25’ini olusturan santral bolge, %5’ini
olusturan transisyon bolgesi ve %70’in1 olusturan periferal bolge (15). Ayrica diiz
kaslardan meydana gelen ve bez islevi olmayan anteriyor fibromuskiiler stroma bdlgesi
de bulunur (Sekil 2.1). Bir kas dokusu 6nliigii seklinde prostatin tiim 6n yiizeyini meydana
getirir ve distal apekste liretra ile temas eder (14). Santral bolge ejakiilator kanalin etrafini
saran bir yapidir (16). Transisyon bolgesi ise prostatin taban antromedyalinde iiretray1
saran iki lobdur. Iyi huylu prostat hiperplazide transisyon bdlgesi biiyiime gosterir ve bu

da prostat deformasyonuna yol acar (14).

Embriyonik olarak fetal testislerin 12. haftadan itibaren salgiladigi hormonlar
vasitasiyla prostat gelismeye baslar ve androjenler, Ostrojen, prolaktin gibi bir¢ok

norohormon prostat bezi fonksiyon ve boyutu agisindan etkili olmaktadir (13).

Insanda prostat gelisimi, embriyonik iirogenital siniis dncesi tomurcuklanma, kati
epitel tomurcuklarinin tirogenital siniis epitelinden ¢ikmasi, tomurcuk uzayip dallanmasi,
kat1 epitel kordonlarinda kanal olusumu, bazal epitel hiicrelerinde ve liimende
farklilasma, salgi hiicrelerinin farklilagmasi seklinde asamalara ayrilmaktadir ve

testosteron liretimi fetal testislerde tomurcuklanma Oncesi asamasinda baslar (17).
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Sekil 2.1: Prostatin zonal anatomik yapis1

Prostat epiteli 3 farkli hiicre yapisi igermektedir. Her biri 6zgiin keratin iireten
liiminal epitel hiicreler ile bazal epitel hiicreler ve serotonin ve kromogranin A salgilayan

noroendokrin hiicreler (17).

2.2 KANSER

Bazen c¢evresel faktorler kademeli olarak Deoksiriboniileik Asit (DNA)’te
degisiklikler meydana getirebilir. Bu degisiklikler genlerde meydana gelip hiicre
boliinmesinin kontrolsiiz bir hale gelmesine yol agarak olmamasi gereken bir yapi
meydana getirir. Bu kontrolsiiz yap1 daha sonra diger dokulara yayilmaya baslar. Bu

mekanizma kanser olarak adlandirilir (18).

Diinyada iskemik kalp hastaligindan sonra en yiiksek 6liim sebebi kanserdir. Ve
2060 yilinda ilk sirada yer alacagi ongoriilmektedir. Diinya saglk orgiiti (WHO) niin
2016 verilerine gore kanserden en fazla 6liim oran1 Bat1 Pasifikte gortiliirken en az 6liim

orant Dogu Akdeniz’de goriilmektedir (19).

Diinya Saglik Orgiitii ve Amerikan Kanser Toplugunun verilerine gore 2018’de
0-74 yas aras1 genel kanser geligsme riski %20,2°dir ve erkekler tiroit digindaki tiim kanser
tiplerinde kadinlara gore daha yiiksektir. Yine ayn verilere gore ilk 3 sirada, sirasiyla

akciger, meme ve prostat kanserleri yer almaktadir (19).

Kanser olusum teorileri arasinda viriislerden, kromozomal anormalliklerden,

somatik mutasyonlardan, birikmis ¢oklu mutasyonlardan, immiinolojik goézetimlerden,



iyilesmeyen yaralardan, mutajenik olmayan mekanizmalardan ve doku organizasyon

bolge anormalliklerinden kaynaklanmasi bulunmaktadir (20).

Kanser olusumunda yeni bir hipoteze gore kansere sebep olan mekanizmalar ya
yara iyilestirir veya kisiyi kanser ile 6liime gotiirlir. Clink{i onkogen olarak adlandirilan
genler normal hiicrelerde de goriilmektedir. Ayrica sitokin salinimi, kok hiicre
farklilagmasi, doku yeniden modellemesinde gorev alan mekanizmalar da kansere yol

acabilmektedir (20).

Farelerde yapilan bir aragtirmaya gore timor tasiyan farelerde normal farelere

gore yara iyilesmesi daha hizli gergeklesmektedir (21).

Onkogenler yara iyilesmesinin baslangicinda aktifken tiimor baskilayici genler
yara iyilesme sonunda aktif hale gelmektedir. Iyilesen yara bélgelerinden gerekli

molekiiller salgilandik¢a kanser hiicreleri ¢aligmay birakir (20).

Yaslandikga yara artigi fazla olmasindan dolay1 iyilesmeyi baslatan kanser hiicresi
aktivasyonu artist olmasi; ancak, iyilesmenin zor olmasindan dolayr aktivasyon
durmasinda gecikme olmasi yaslandikca kanser riskinin artmasi ile uyusmaktadir. Ayrica
kadinlarda erkeklere oranla iyilesme daha iyi oldugu i¢in kanser orani erkeklerde

kadinlara oranla daha fazla oldugu diisiiniiliiyor (20).

2.3. PROSTAT KANSERI

Prostat kanseri erkeklerde diinya geneline bakildiginda en sik goriilen ikinci
kanser tipidir. 2018°de 1,3 milyon prostat kanser vakasi goriilmiis ve 359 bin kisi bu
hastaliktan vefat etmistir (22). WHO nun 2020°deki verilerine gére prostat kanseri vaka
sayist 1,4 milyonun lizerine ¢ikmis vefat sayist ise 375 bini agmustir (23). Diinya
genelindeki erkeklerde tiim kanser tiirleri arasinda prostat kanseri insidansi en yiiksek

ikinci sirada yer alirken mortalite bakimindan 4. sirada yer almaktadir (Sekil 2.2).

WHO’nun tahminlerine gore cinsiyet ayrimi olmaksizin 2040 yilinda beklenen
vaka artisinda ilk on sirada yer alan kanser tiirleri

Tablo 2.1°de yer almaktadir. Prostat kanseri 2020’ye gore 2040°ta %71,6 artis
beklentisi ile 4. sirada yer almaktadir (24).
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Sekil 2.2: WHO'nun 2020 verilerine gore diinya genelinde erkeklerde en sik goriilen
10 kanserin insidans ve mortalite dagilim1

Tablo 2.1: WHO'nun verilerine gore 2020'deki kanser vakalarinin 2040'ta beklenen
degisimleri

Kanser Tiirii 2020 2040* Degisim (N) Degisim (%)
1 Melanom dis1 cilt kanseri 722.348 1.355.007 632.659 %87,58
2 Mezotelyoma 21.560 38.304 16.744 %77,66
3  Mesane 440.864 768.103 327.239 %74,23
4 Prostat 1.414.259 2.426.825 1.012.566 %71,60
5  Pankreas 262.865 442.955 180.090 %68,51
6  Kolon 600.896 1.012.065 411.169 %68,43
7  Safra kesesi 41.062 69.090 28.028 %68,26

Multipl miyelom ve

0,
8 immiinproliferatif hastaliklar 98.613 163.845 65.232 766,15
9  Trakea, brons ve akciger 1.435.943 2.377.280 941.337 %65,56
10  Mide 719.523 1.179.070 459.547 %63,87

*tahmini verilerdir

Prostat kanseri vakalarinin {igte biri prostatin periferal bdlgesinden
kaynaklanmakla birlikte geriye kalanin neredeyse tamami transisyon bdlgesinde
olusmaktadr. Iyi huylu prostat hiperplazisi ise neredeyse tamamen transisyon bdlgesinde

meydana gelmektedir. Santral bolgede ise atropinin goriildii yerdir (14).



Herhangi bir mikrobiyal ajanin prostat kanseri gelisiminde hentiiz kanitlanmis bir
etkisi olmasa da baz1 bilimsel veriler enflamatuvar siirecin 6nemli etkisi oldugunu

gostermektedir (25).

40-79 yas aras1 semptomatik prostatit %9 oranla karsilasilirken tiim prostat
biyopsilerinde asemptomatik prostatit goriilmektedir. Bu nedenle enflamasyonsuz prostat
kanseri kontrol grubu yok gibi goriindiigiinden prostatik enflamasyon ve prostat kanseri

arasindaki baglantiy1 6l¢gmek ¢ok zordur (26).

Bazi Asya iilkelerinde klinik prostat kanseri hastaligi son derece nadir olmakla
birlikte, neredeyse tiim bat1 uygarliklarinda, 100.000 erkekte ortalama 60 vaka ile nemli
Olciide daha yiiksek bir hastalik oran1 yasanmaktadir (27).

llging bir sekilde, Asyali bir adam Amerika Birlesik Devletleri'ne tasindiginda,
prostat kanseri riski Amerikali bir erkeginkinin neredeyse yarisina ¢ikiyor; bariz ¢ikarim,
cevresel faktorlerin muhtemelen bir rol oynadigidir. Amerika Birlesik Devletleri'nde
siyahlarda beyazlara gore prostat kanseri insidansinin daha yiiksek olmasi ve hastaligin
siyahlarda daha belirgin morbidite ve mortalitesi olmasi, genetik faktorlerin de hastaliga

katkida bulundugunu diisiindiirmektedir (28).

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda birinci derecede akrabalar1 arasinda prostat

kanseri olanlarda iki kat, iki akrabasinda olan kiside ise bes kat risk artmaktadir (29,30).

55 yasindan Once prostat tanis1 konulan bireylerin %40°1nin kalitsal sebeplerden
oldugu ileri siiriilmektedir (30). Erkek kardesler arasindaki prostat kansere yakalanma
oranlari, baba-ogul yakalanma oranindan fazla oldugundan X’e bagli bir resesif kalitim

gosterebilecegi diistiniilmektedir (31).

Prostat kanserinin ilk kusakta en az 3 kiside goriinmesi, maternal ya da paternal
dalda 3 kusakta bu kanserin goriilmesi ve bu kanser teshislerinden en az iki kiside 55
yasinin altinda olmasi durumunda kisi kalitsal prostat kanseri riski bulunan kisiler

listesinde yer alir ve bu sartlar Hopkins kriterleri olarak adlandirilir (32).

Telomeraz aktivitesinin artmasiyla telomer kisalmasi durduruldugundan kanser
hiicreleri 6liimsiiz hale gelmektedir. Prostat kanser vakalarinin da %80’den fazlasinda

telomeraz aktivitesinde artis gdzlemlenmistir (33).

Kalitsal prostat kanser lokuslari, 1. Kromozom {izerinde yer alan HPCI

(“hereditary prostate cancer-1”), CAPB (“Cancer Prostate and Brain”), PCAP



(“Predisposing for Cancer Prostate”); 17. Kromozomda yer alan HPC2 (“hereditary
prostate cancer-2”’)/ELAC2; 20. Kromozomda yer alan HPC20 (“hereditary prostate
cancer 20”) ve X kromozomunda bulunan HPCX (“hereditary prostate cancer X”)’tir.
Kemik metastazi yapan prostat kanserlerinde p53 mutasyonlar1 goriilmektedir. E-
cadherin geninin anlatiminda azalma da metastatik kanser ile iliskilidir. Prostat kanserine

spesifik metastaz tegvik edici genler ise 11p ve 17pter-q23 bolgelerinde yer alir (33).

Prostaglandin metabolizmasinda 6nemli bir enzim olan Siklooksijenaz-2 (COX-

2) fazla anlatim1 yapildiginda kanser siireciyle baglantili oldugu gézlemlenmistir (26).

2.3.1. Prostat Kanser Tanis1

Prostat kanseri tanis1 biyopsi ile elde edilen prostat dokusunun histolojik analizi
ile konulur. Transrektal olarak uygulanan mevcut biyopsi teknikleri, dijital olarak
yonlendirilebilen veya prostat bezinin eszamanli transrektal ultrason (TRUS)

incelemesiyle yonlendirilebilen bir dizi biyopsi igne tabancasindan birini kullanir (34).

Ikincisi ile ilgili olarak, PSA testi, prostat kanseri i¢in standart bir tarama arac1
olarak popiiler hale geldi (35). Ozel olarak prostat epitel hiicreleri tarafindan iiretilen bir
protein olan PSA'nin 6l¢iimii(36), prostat kanserinin tedaviye yanitini izlemenin yani sira

hastalik ilerlemesini takip etmek icin en hassas yontem olarak kabul edilmistir (37,38).

PSA hem iyi huylu hem de kotii huylu doku tarafindan firetilen bir protein
oldugundan, biyopsiyi garanti etmek i¢in "agma noktas1" islevi goren taban ¢izgisi normal
seviyenin kendisi tartigmal1 bir konudur. PSA i¢in bir dizi test ticari olarak mevcuttur. En
sik kullanilan “Hybritech Corporation” tarafindan gelistirilmistir. Cogu ticari laboratuvar

bu testi kullanir (39).

Hybritech PSA degeri 10 ng/ml'yi asan bir erkegin daha ileri testlerden ge¢mesi
gerekiyor. Iyi huylu prostat biiyiimesi olan hastalarin yalniz %2'sinin 10 ng/ml {izerinde
PSA seviyelerine sahip oldugu bulunmus; aksine, prostat kanserli hastalarin %44'tiinde

yuksek seviyeler goriilmiistiir (40).

PSA degerin 4 ng/ml ile 10 ng/ml arasinda olan bir hastanin nasil yonetilecegi
sorusu halen tartigmalidir. Buradan yola ¢ikarak "PSA yogunlugu" kavramini gelistirildi.
Prostat hacmi (cc cinsinden) TRUS 6l¢iimii ile tahmin edilir ve serum PSA seviyesi bu
degere boliinerek prostatin birim hacmi bagina tiretilen PSA miktari, yani prostat spesifik

antijen yogunlugu (PSAD) elde edilir. Daha sonra bir nomogram, hekimin bireysel hasta



icin pozitif ve negatif prediktif degerler tiiretmesine izin verir. 523 hastay1 kapsayan
analizde PSAD 0,15 ng/ml/cc ise sadece %8'inde kanser goriildii; PSAD 0,25 ng/ml/cc
ise %20 kanser bulundu ve PSAD 0,6 ng/ml/cc ise, %84'i prostat kanseri gelistirmistir
(39).

Orta diizeyde PSA yiiksekligi olan hastalari basitce takip eden baska bir yaklagim,

zaman i¢indeki PSA degisiminin izlenmesini igerir (4).

50 yas lizeri 1650 erkekte yapilan bir ¢alismada, mutlak olarak, prostat kanseri
olan hastalarin sayisi, PSA sonucu orta degerlere sahip olanlarda ve 10 ng/ml'den biiyiik
degerlere sahip olanlarda neredeyse ayniydi (41). PSA diizeyi tek basina prostat kanseri
taramasi i¢in yetersizdir. Normal PSA degerleri, prostat kanseri olan erkeklerin %20 ila

%30'unda goriiliir (41,42).

Bununla birlikte, eskiye dayanan parmakla rektal muayene de yeterli bir tarama
olmayabilir. Parmakla rektal muayenesi normal ancak PSA ve TRUS'ta anormallikler
olan erkeklerin %28'inde biyopside kanser vardi; bu calismadaki herhangi iki tarama
testinin kombinasyonlar1 arasinda, parmakla rektal muayene ile PSA 6l¢iimii en diisiik

hata oranina sahipti (41).

Pozitron emisyon tomografi (PET), onkolojide hastalik tanisi, hastalik evrelerini
belirleme, tedaviye yanit durumu ve yeniden evre belirleme gibi durumlari i¢in molekiiler
diizeyde niikleer tip goriintiilemedir. Bu yontem sayesinde hiicre yayilmasi, bazi
molekiillerin metabolizmalari, hiicre membran metabolizmasi ve reseptdr anlatim diizeyi
gibi bircok hiicresel olaylar goriintiilenebilir. Bir molekiile 6zgii radyoaktif ilaclarin
viicuda verilmesi ve radyo izotopun goriintiilenmesi temeline dayanan PET morfolojik
bilgi vermediginden diisiik doz bilgisayar tomografisi (BT) ile desteklenerek kanser

hastaliginin tan1 ve tedavisinde birlikte kullanim1 yayginlasmistir (PET/BT) (43).

Cok sayida molekiil radyoizotoplar ile etkileserek radyoaktif molekiiler belirteg
olarak kullanilabilir. Prostat kanserinde en fazla kullanilan molekiiller florodeoksiglikoz
(FDG), kolin, asetat, metionin, timidin, androjen, 16sin analoglar1 ve prostat spesifik
membran antijendir (PSMA). FDG ise bu molekiiller arasinda en yogun kullanilanidir ve

glikoz gibi davranir (43).

F-18 ile baglanan FDG malign prostat hiicreleri daha fazla glikoz

kullandiklarindan bu hiicrelerde daha ¢ok birikir (44). Ancak prostat kanser hiicrelerinde



diger kanser hiicrelerine gore glikoz metabolizmasi daha azdir. Bu nedenle FDG prostat

kanser i¢in iyi bir belirte¢ degildir (45).

Prostat kanserinin kemige metastaz yapip yapmadigini anlamak igin kemik
sintigrafisi uygulanmaktadir. Ancak, PSA degeri 2ng/ml altinda oldugunda kemik
metastaz1 gorlilmezken 10 mg/ml altt PSA degerine sahip hastalarin %1-2 kemik
metastazi yaptig1 goriilmektedir (46). Bundan dolayr PSA 2 ng/ml altindaki hastalara
kemik sintigrafisi uygun goriilmemekle birlikte kemik sintigrafisi i¢in uygun PSA esik
degeri heniiz tanimlanmamaistir (46,47). Bu nedenle eger PSA degeri ani yiikselir veya

kemik agrilar1 baglarsa kemik sintigrafisi yapilmasi uygun goriiliir (43).

PSMA, Ga-68 ve I-124 gibi radyoizotoplara baglanabilen ve prostat kanser
dokularinda diger dokulara gdre daha fazla bulunan hiicre yiizeyi proteinidir. PSA
seviyesi 2.2 ng/ml olan hastalarda PSMA Ga-68 baglanmasinin PET/BT goriintiilemesi
ile %60, lizerinde olanlar i¢in se %100 saptama yapilabilmistir (48). F-18 kolin ile PSMA
Ga-68 lezyon saptamalart karsilastirildiginda PSMA Ga-68 daha yiiksek saptama
gostermistir. Tlim bunlarin 15181nda PSA 2 ng/ml altinda ise PET/BT uygulamasi katkida
bulunamayabilir. Eger ikinin iizerinde ise en etkili PET/BT sonucu PSMA Ga-68
radyoizotop eslesmesinde goriilmektedir (43). Galyum 68- PSMA ile yapilan PET-BT
incelemelerinin lokal ve uzak lenf tutulumu ve kemik metastazi gosteriminde de diger

yontemlere gore daha duyarh ve daha 6zgiil oldugu gosterilmistir (49,50).

Prostat kanserinin bolgesel evrelemesinde ise kullanilan en duyarli yontem
manyetik rezonanstir (MR). 1,5 veya 3 tesla MR cihazlari kullanilmakla birlikte 3 tesla
MR cihazlar1 6zgiillikk ve duyarlilig1 daha yiiksektir. Ayrica dogru verileri alabilmek i¢in
rektumun gaz ve gaitadan temizlenmis olmasi ve biyopsinden en az 4 hafta sonra

yapilmasi gerekir (51).

Uzak dokulardan karaciger, akciger, mesane, siirrenal bez, gibi organlara prostat
kanserinden metastaz goriilebilir. Kafa kemigi, dura ve nadir de olsa beyin parankiminde
de metastazlar bilinmektedir. Ozellikle kiiciik hiicreli néroendokrin tiimér grubunda

metastatik yayilim ve uzak organlara tutunma daha yaygidir (51).

Histolojik olarak ise proliferatif inflamatuar atrofi (PIA), prostat kanserinin bazi
molekiiller ile baglantili olarak prostat kanseri iligkili oldugu bilinmekle birlikte baslatici

m1 yoksa uygun zemin hazirlayici olarak mi rol aldig1 bilinmemektedir (26).
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2.3.2. Gleason Skorlama Sistemi

Prostat kanserinde bazal hiicrelerin kaybi gozlenir. Prostat bezlerinde normal

epitel-stroma yapisi bozulur ve anormal arkitektiir ve regiilasyon goriiliir (52).

Prostat kanserinde global diizeyde en ¢ok kullanilan histolojik derecelendirme
Gleason skorlama sistemidir ve ilk olarak 1966’da Donald F. Gleason tarafindan
kesfedilmistir (53). Sema tamamen karsinomun arkitektiirel yapisina dayanir (Sekil 2.3).
Prostat icerisindeki bezlerin sergiledigi farkli paternler Gleason derecelendirme

sistemlerinin esaslarini olusturur (52).

D.F. Glason, M.D.

Sekil 2.3: Gleason ¢izelgesi

Prostat kanseri tanisi i¢in 6zgiil histolojik durumlar; Perindral invazyon,
Kollajen6z mikronodiiller, Glomeriiloid intraglandiiler projeksiyonlar, Bezlerin

esktraprostatik yayilimlari seklindedir (54).
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Prostatik kristaloidler, adenokarsinomlarda bening hiicrelere gore daha fazla
goriilmektedir ve korpora amilasea’dan parlak eozinofilik intraliiminal yapilariyla ayrilir.
Igne benzeri veya iicgen ve altigen gibi geometrik sekilleri vardir (55,56). Géoriilme
sikliklar ile adenokarsinom farklilasma derecesi ile ters iliskili olup Gleason degeri

yiikseldik¢e saptanmasi ihtimali diiser (57).

Gleason Patern 1 (Grade 1)
Esit mesafelerle ayrilmis benzer boyutlu yuvarlak asiniislerin olusturdugu,
siirlart ¢ok iyi nodiillerdir. Prostatik adenokarsinom varligindan bahsedilmez. Gleason

skoru 1+1 =2"dir.

Gleason Patern 2 (Grade 2)

Pattern 1 gibi diizgiin sinirli nodiillerdir ancak disa dogru minimal ¢ikintilar
gozlemlenebilmektedir. Asiniislerde bir miktar heterojen yapilasma goriinse de sekiller
hala yuvarlak ve diizgiindiir. Gleason skorlar1 142=3, 2+1=3 veya 2+2=4 olabilir. Igne
biyopsisi tanisinda bu skorlarin alaninda uzmanlagsmamais genel patologlarca verilmemesi

gerektigi savunulur.

Gleason Patern 3 (Grade 3)

En ¢ok gozlemlenen paterndir. Asiniisler stroma igerisinde gelisi giizel
dagilmislardir. Genisligi ve bezler arasindaki uzaklik degiskenlik gosterir. Tiimdr nodiili
iyl smirh degildir, diizensiz girintili ¢ikintili konturlar1 vardir. Birbirinden farkl
goriiniimde neoplastik bezler bulunur. Keskin acilanmalarla sert, diizensiz

goriintiilenebilirler ve kivrintilanan uzun bezler gézlemlenebilir.

Gleason Patern 4 (Grade 4)
Belli belirsiz liimene sahip kotii olusmus abortif bezler bu paterne dahil edilir.
Bazen bezler birlesip ag seklinde siingerimsi adalar meydana getirebilir. Kribriform ve

glomeriiloid sekilli tiim bezler sekil ve boyuttan bagimsiz patern 4’e dahil edilir.

Gleason Patern 5 (Grade 5)

Stroma i¢inde tek tek infiltrasyona rastlanan hiicreler, hiicre kordonlar1 veya
glandiiler yap1 olusturmayan kati hiicre tabakalari ile karakterizedir. Normal yapilar ya
itilmis ya da kaybolmustur. Komedonekroz sergileyen kribriform bezler de bu paternde

yer alir.
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Gleason Skoru Hesaplama

Degerlendirilen dokuda en sik ve en yaygin olmak iizere sirasiyla birincil ve
ikincil grade degerleri matematiksel olarak toplanir. 2-10 aras1 bir skor elde edilir. Primer
grade+sekonder grade= Gleason Skoru olarak bulunur. Eger birincil ve ikincil patern ayni
degeri veriyorsa yani iiniform bir yapt varsa bulunan deger iki ile carpilir. 4 ve 5.
Paternlerde diisiik dereceli patern oran1 %5 altindaysa hesaplamaya katilmaz yiiksek olan

iki ile carpilir.
Tlimorii olusturan 4. ve 5. Patern orani ciddi prognastik belirtectir (58,59).
Gleason skorlar1 da grade gruplarina dagitilmaktadir (60):
Gleason skor <6 = “Grade” Grup 1
Gleason skor 3+4=7 = “Grade” Grup 2
Gleason skor 4+3=7 = “Grade” Grup 3
Gleason skor 8 (3+5, 5+3, 4+4) 2 “Grade” Grup 4
Gleason skor 9 (4+5, 5+4) ve 10 = “Grade” Grup 5

Grade gruplar1 standart Gleason skorlamasiyla karsilastirildiginda daha iyi bir risk
ayrimi sergilemektedir. Gleason derecesinin artmasi yiiksek hacimli birincil tiimor,

prostat dis1 uzanimlar, pelvik lenf nodlara metastaz ile baglantilidir (52).

2.3.3. Prostat Kanseri Tedavi Yontemleri

Prostat kanseri tanist konulan hastalarin %30’u ileri evredir; %25°1 ise takip

esnasinda ileri evreye kaymaktadir (61).

Prostat bezi ile sinirli kanser hem cerrahi hem de radyasyon tedavisine yanit
verirken, metastaza ugramis prostat kanserinde heniiz beklenen seviyede etkili bir tedavi

yontemi gelistirilememistir (62,63).

Bolgesel olarak radikal tedavi ile kiir saglanamayacak kisiler icin baslangigta
hormon tedavisi uygulanir. Ancak genellikle zamanla hormona diren¢ kazanmasiyla
tedaviye yanit verme durur ve ilerleyen asamada kemoterapi uygulamalar1 devreye girer

(64). Prostat kanserinde kemoterapi ise ilk 1989°da yapilmistir (65).

2004’e kadar palyatif bakimdan 6teye gidemeyen prostat kanseri kemoterapisi iki
farkl1 faz 111 calismasinda sagkalimin uzatilabilecegi belirtilmistir (66,67).
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Hormon direngli prostat kanseri vakalarinda uygulanan kemoterapik ajanlardan
sadece dosetaksel sagkalimi uzattigt kanitlanmistir. Tabi sadece sag kalim yeterli

olmamakla birlikte bireyin yasam kalitesi ve agr1 diizeyi de dikkate alinmalidir (68).

Aspirin ve NSAID (“non-steroidal anti-inflammatory drug”) ilaglarin kullanimi
bazi kanser risklerini azalttig1 goriilmektedir (69). Prostat kanserinde ise NSAID ilaglarin
engelleyici rolii kesin olmasa da yapilan bir ¢alismada ibuprofen ve aspirin kullaniminin

prostat kanseri riskini azalttigi saptanmistir (70).

Kanserde hedefe yonelik tedavilerden en basarili yontem simdiye kadar RTK
(“Real-time Kinematic™) sinyal inhibisyonu ile saglanmistir. Bunun i¢in de ya reseptor
katalitik kismindaki adenozin trifosfat (ATP) baglama bolgesine yarismali baglanmaya
dayali tirozin kinaz inhibisyonu (TKI) veya sadece hiicre yiizeyindeki molekiillere etki
edebilen yani hiicre icerisine giremeyen monoklonal antikorlar (mAb) olmak iizere iki
molekiiler yontem kullanilmaktadir (71). Akciger kanserinde yapilan bir ¢alismada ise
miR-511-5p’in TRIB2 (“Tribbles Pseudokinase 2”’)’yi hedef aldig1 ve azalmasinin TRIB2

artmasina ve hiicre proliferasyonuna neden oldugu bulunmustur (72).

2.4. IRiSIN

Irisin beyaz yag dokularinin kahverengi yag dokusuna doniismesini indiikleyen
metabolizma diizenleyici bir 112 amino asit igeren bir polipeptittir (73). Bu nedenle
obezite, tip 2 diyabet, lipit metabolizmasi, kardiyovaskiiler hastaliklar, alkolik olmayan
karaciger yaglanmasi, polikistik ovaryum sendromu (PCOS) ve metabolik kemik
hastaliklar1 gibi metabolizmaya bagli hastaliklarla iligkilidir (74). Ayrica 6grenme ve
hafiza olusum diizenlenmesinde de metabolik olarak goérev aldigi ve Alzheimer
Hastaliginda etkili oldugu iddia edilmektedir (75). Bunlarin yaninda irisinin baz1 kanser
tipleri ile iliskili oldugu gosterilmistir. AMPK (“Adenosine monophosphate protein
kinase”) - mTOR (“Mammalian target of rapamycin”) yolaginin aktivitesini baskilayarak
prostat kanserini onledigi gosterilen (76) ve viicut kitle indeksi (VKI) ile pozitif
korelasyon gosteren irisinin kanda miktarinin artmasmin meme kanserinin spinal

metastazi 6nledigi de gozlenmistir (77).

Prostat ve meme kanserlerinde yiiksek olmasi olumlu sonuglara yol agarken
bobrek kanseri hastalarinda irisin seviyesinin serumda yiiksek oldugu tespit edilmistir

(78).
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Yeni bir molekiil olan irisin prostat kanserinde de serumda onemli diisiis

gostermistir (79).

2.5. MiKRO RiBONUKLEIK ASIT

MiRNA’lar ilk olarak 1993 yilinda Caenorhabditis elegans iizerinde yapilan iki
bagimsiz c¢aligmanin sonucunda kesfedilmis (80); ancak, 2001’de ilk defa mikro
riboniikleik asit (mikroRNA) olarak isimlendirilmistir (81). Bu riboniikleik asit
(RNA)’ler translasyon yapmayan; ancak, mRNA’larin translasyonunu diizenleyen
molekiillerdir (80). Memelilerdeki genlerin yaklasik %1-2 sini olusturan miRNA’lardan
her birinin ¢ok sayida hedef geni olabilir (82).

MiRNA, hiicre c¢ekirdeginde RNA polimeraz II enzimi araciligl ile
transkripsiyonu gerceklesir. Transkripsiyon sonrasi pri-miRNA adi verilen heniiz
olgunlagmamis uzun zincirli sa¢ tokasi yapisi olusur (83). Drosha adli riboniikleaz (RNaz)
IIT enzimi ile sag tokas1 yapisi DiGoerge kritik sendrom bolgesi 8 (DGCRS)’den kesilerek
pre-miRNA olusturulur. 60-70 niikleotitlik pre-miRNA ¢ekirdekten Exportin-5 (XPOS)
ile sitoplazmaya tasinir. Son kesim islemi de baska bir RNaz III enzimi olan Dicer ile
gerceklesir ve 21-24 niikleotid uzunlugunda ¢ift zincirli miRNA meydana gelir. RNA ile
indiiklenmis sessizlestirme kompleksine (RISC) baglanan miRNA’da zincirler
birbirinden ayrilir ve tek zincir kompleks igerisinde kalir. RISC ve miRNA, mRNA’ya
tutunur. mRNA ile miRNA eslesmesi tam ise mRNA par¢alanmaya gider; ancak, eslesme

tam degilse sadece translasyonel baskilama gergeklesir (Sekil 2.4) (84).

Bazen miRNA’lar uzun transkripsiyonel {initeler halinde yer alirlar ve bu tiniteler

“kiimeler” olarak bilinir (75).

2-7 nikleotitlik ortak dizisi bulunan miRNA’lar kodlandiklar1 genetik
lokalizasyona bakilmaksizin miRNA ailesi iiyeleri olurlar (72). Ornegin Let-7 ailesinin
bilinen 13 iiyesi bulunmaktadir ve bunlardan 7 tanesi ayn1 kiime igerisinde yer alir (76).

Ayni ailede bulunan miRNA’lar ortak genleri diizenleyebilirler (77).
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Sekil 2.4: miRNA olusum ve etki mekanizmasinin sematik gosterimi

2.5.1. Kanser ve miRNA

MiRNA’lar eger bir onkogen protein mRNA’sin1 hedef aliyorsa tiimor siipresor
miRNA olarak anilir. Ancak bir tiimor siipresor genini hedef aliyorsa onkogen oldugunu
ifade eden onko-mir adini almaktadir. Tiimor stipresor miRNA’lara Bcl-2 ile ters orantili
olan miR-15a ile miR-16-1, Ras onkogen ile iliskili let-7 aile liyeleri, miR-29 ve miR-
143 6rnek olarak verilebilir. miR-155, miR-21, miR-17-92 gen kiimesinde yer alan miR-
17, -18a, -19a, -20a, -19b-1, -92-1 mikro-RNA’lar1 ise onko-mirlerdendir. Fakat bazi
miRNA’lar kimi kanser tipinde artig gosterirken kiminde ise azalma gosterebilmektedir.
miR-223 bu olaya ornektir, ¢linkii erigkin T hiicreli 16semide artis gosteren bu miRNA,

insan T hiicre 16semi viriis tip-1’de azalmistir (85).

2.6. MiR-511

MiR-511 mannoz reseptor geni MRC1 (” Mannose Receptor C-Type 17)’in 5.
intron bdlgesinde gdmiilii olarak yer almaktadir (86). Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1
(IGF-1) ekspresyonu, miR-511-5p tarafindan azaltilmistir. AKT ve ERKI1/2

(“extracellular signal-regulated kinase 1/2”) fosforilasyonunu da azaltarak hiicrelerin
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apoptozunu destekledigi bulunmustur (87). Kombine hipofiz bezi eksikligi (CPHD) olan
cocuklarda miR-511-5p seviyesi artis gostermektedir (88).

MiR-511-5p, circZFR (“Circular Zinc Finger RNA”) ve uzun kodlanmayan RNA
01559 (LINCO01559) ile dogrudan ekspresyonu azaltilir. Hepatoseliiler karsinomda
circZFR ve LINCO01559 ile anlatiminin artist ve miR-511-5p azalmasina bagli hiicre
canliligin1 ve yayilmasini tesvik eder (89). Meme kanserinde de ekspresyonun azaldigi
goriilen miR-511-5p, SOX9 (“Sex Determining Region Y-box 9”)’u dogrudan hedef alip
PI3K (“Phosphoinositide 3-kinase”)/Akt yolagin1 baskilayarak meme kanserini baskilar
ve maligniteyi engeller (90). Cao ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada ise
PI3KR3 (“Phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 3”’) miR-511-5p’in dogrudan
hedefi olarak gosterilmektedir. Boylece miR-511-5p, AKT/mTOR yolagindaki AKT ve
mTOR fosforilasyonlarini inhibe eder ve klinik hepatoselliiler karsinom (HCC)
dokularinda hiicre ¢ogalma, gd¢ ve istilaya yol agcan miR-511-5p azalmasina bagl
PI3KR3 artis1 goriilmektedir (91). Ancak miR-511-5p, proliferatif gen ailesi iiyesi olan
ve timor baskilayici olan B hiicresi translokasyon geni 1 (BTG1)’in 3’UTR bdlgesini
hedef almaktadir. Asir1 anlatimi yapilan miR-511-5p, BTGI’1 baskilayarak hiicre
proliferasyonunu arttirip HCC’ye yol agmaktadir (92).

miR-511-3p astim hastalarinda da diisiik diizeyde anlatim yapmaktadir (93).
Deney farelerinde, miR-511-5p eksikligi, TLR3 (“Toll-like receptor 3’) ve TLR4 (“Toll-
like receptor 4”°) yanitlarini azaltarak fareleri kolitten korur (94). Cocuklarda ve ergenlik
donemindeki bireylerde goriilen ve agresif kanser tiplerinden osteosarkom hiicrelerinde
miR-511-5p seviyesinde diisiis goriilmektedir ve MAPK1 (“Mitogen-activated protein
kinase 1”)’in miR-511-5p hedefi oldugu 6ngoriilmektedir (95). Mide kanserinde (MK) de
miR-511-5p anlatiminda azalma goriilmektedir ve birincil MK doku hiicre hatlarinda
miR-511-5p ve PI3K/AKT yolaginin bir diger eleman1 olan TRIM24 (“Tripartite motif-
containing 24”) ters oranda korelasyon gostermektedir. Ek olarak da biyoinformatik veri
analizine gére miR-511-5p ile TRIM24 arasinda hedef olma potansiyeli yiiksek eslesme
goriilmiistiir (96).

Organik anyon tasiyici olarak gorev alan ve ksenobiyotiklerin metabolize
edilmesi icin karacigere alimini kolaylastiran, bu nedenle ilag sektdriinde 6nemi olan,

OATPIBI (“organic anion transporting polypeptide 1B1”’) (97) mRNA’s1 miR-511-5p
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tarafindan hedef alinmaktadir ve serbest yag asit molaritesine bagli olarak miR-511-5p

seviyesi degiskenlik gosterebilmektedir (98).

Prostat kanseri ile ilgili dokuda miR-511-5p ekspresyon seviyesine dair

calismalara literatiirde rastlanmamustir.

2.7. MiR-6856

miR-6856-5p i¢in literatlirde fazla yaym bulunmamakla birlikte mide kanseri ile

ilgili yapilan ¢alismada anlatim seviyesinde artis oldugu goriilmektedir (99).

miR-6856-5p, hiicre biiylimesi, yayilmasi farklilagmasi ve apoptoz gibi hiicresel
olaylarda gorev alan ve aterosklerozda gelisimde sorumlu olan TGF-B1 (“Transforming

growth factor beta 1) mRNA’sin1 hedef almaktadir (100).

Aktif ve gizli tliberkiilloz hastalarinin tam kan orneklerinde miR-6856-5p
seviyelerinde artig goriilmektedir. Tedavi silirecinde dnce azalma gosterse de ilerleyen

zamanda tekrar artig gostermistir (101).

Ancak, miR-6856-5p i¢in prostat kanseri ile ilgili bir ¢alismaya literatiirde

rastlanmamustir.

2.8. “REAL-TIME” PCR

“real time PCR”, her amplifikasyon sonrasi iiretim miktar1 6l¢gmek icin floresan
boya molekiillerinde faydalanan bir teknolojidir. Bu yontem sayesinde jel elektoforez
ithtiyaci ortadan kalmis olmasiyla birlikte daha nicel veriler vermektedir. Basit, 6zgiil,
duyarli ve verimliligi yiiksel olmasindan dolay1 DNA ve RNA ¢aligmalart i¢in referans

teknolojileri haline gelmistir (102).

Real time PCR 6l¢iimii i¢in “SYBR green” gibi 6zgiilliikk icermeyen ve ¢ift zincirli
yapida 1s1ma yapan floresan boyalar kullanilabildigi gibi TagMan gibi diziye 6zgii problar
kullanilmaktadir (103). Ozgiilliik gdstermeyen floresan boyalar digerlerine gére tekrar

kullanilabilir olmasi ve diisiik iicretli olmas1 avantajina sahiptir (102).

Real time PCR amplifikasyon asamasi ¢oziilme (denatiirasyon), primer eslesmesi
veya baglanmasi ve uzama (polimerizasyon) olmak iizere 3 asamadan olusmaktadir;
ancak, bazi1 kitler primer eslesmesi ve polimerizasyon asamasini ayni sicaklikta
yapmaktadir. Bu asamalarin tekrar sayis1 kullanilan doku ve gene gore degiskenlik

gostermekle birlikte genellikle 40-45 dongii kullanilmaktadir(102).
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“Real time PCR” amplifikasyon sirasinda her dongii sonrasi optik sistemle 6l¢iim
yapar. Ik déngiiler sirasinda 6lctiigii floresan seviyesi taban ¢izgisi olarak hesaplanur.
Taban ¢izgisine bagl olarak da istatistiksel olarak anlamli bir esik diizeyi (“treshold”)
cihaz tarafindan belirlenir. Floresan 1s1manin esik diizeyini astig1 ilk dongii, dongii esigi

(Ct) olarak adlandirilir.

“Real time PCR” klinik ve gida mikrobiyolojisinde bulasici ajan tespitinde, klinik

onkolojide, gen anlatim diizeyi belirlemede etkin olarak kullanilmaktadir (104).

2.9. ELISA

Ik olarak 1971°de Engwall ve Perlmann tarafindan tanimlanmis olan ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay), bir Ornekteki antikor veya antijen Ozellikte
molekiilleri tespit edebilmek icin antikorlar1 ve renk degisimine yol acan enzimleri
kullanan biyokimyasal bir testtir (105). Enzim olarak ise genellikle alkalin fosfataz (AP)
veya yabanturpu peroksidaz (HRP) kullanilmaktadir (106). Renk degisimi gozle
goriilebilir olmakla birlikte miktar i¢in kolorimetrik 6lgiimler yapilabilmektedir (107).

ELISA calismasinda, varlig1 ve miktar1 arastirilan molekiile 6zgii antikorun kuyu
ylizeyine yapistirilmasi (ya da hareketsiz hale getirilmesi) yoluyla dogrudan ya da dolayli
tespit esas alinir (107).

2.9.1. ELISA Tiirleri

ELISA teknik tiirlerine bakildiginda direkt, indirekt, sandvi¢ ve rekabetci olmak
tizere 4 gruba ayrilmaktadir (108).

Direkt ELISA’da tespit edilmek istenen antijen pasif absorpsiyon ile dogrudan
plakaya immobilize edilir. Daha sonra bloklama tamponu bos kalan bélgeleri kapatmak
icin eklenir ve enzim bagli monoklonal veya poliklonal primer antikorla konjuge edilir.
Daha sonra bagli enzimlerle reaksiyona girerek renk degisimine yol agacak substrat
eklenir (109). Direkt ELISA, bir Ornegin nitel ve nicel antijen tespitinde, antikor
taramasinda ve epitop haritalamasinda kullanilabilir (110). Tek bir antikor icerdiginden
dolay1 baska antikorlarla ¢apraz reaksiyona girme riski yoktur. Asamalar1 az oldugundan

kisa siirede de tamamlanir (109).

Indirekt ELISA, direkt ELISA’ya benzerlik gostermekle birlikte primer antikor

isaretlenmemistir ve antijen spesifik antikordur. Antijen kuyulara immobilize edildikten
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sonra bloklama soliisyonu eklenir. Antijen 0zgii primer antikor eklenerek gerekli
inkiibasyon sonrasi yikama yapilir ve enzim baglanmis ikincil antikor eklenir.
Baglanmayan ikincil antikorlar uzaklastirildiktan sonra substrat eklenerek enzimatik
reaksiyon sonucu meydana gelen renk degisimi gdzlemlenir (108). Indirekt ELISA
yontemi daha ¢ok adim gerektiren ve bulasici hastaliklarda hastalik etmenini teshis etmek

icin kullanilir (111).

Bir diger ELISA ydntemi olan sandvi¢ ELISA ise direkt ve indirekt olmak {izere
iki farkli uygulamasi vardir (112). Primer antikor plaka yiizeyine sabitlenir. Bu antikor
numunede arastirilan antijene 6zgii proteindir. Primer antikorun plakaya tutturulmasi
disinda uygulama olarak asamalar1 olarak direkt ve indirekt ELISA’lara benzerlik
gostermektedir. Ancak hassasiyet agisindan diger ELISA yontemlerinden 2-5 kat daha
fazla etki gosterebilmektedir (111).

Rekabet¢i ELISA diger tekniklere gore ters calismaktadir. Yani renk degisimi ne
kadar az ise numunede o kadar ¢ok arastirilan antijen var demektir. Ornek antijene benzer
yapidaki referans antijen plaka yiizeyine sabitlenmistir. Once numune ile primer antikor
aynt ortamda etkilesime sokulur, inkiibasyon sonrasinda numune-antikor karisimi
kuyucuga eklenir. Numune igerisinde yer alan ilgili antijenlerin tamami primer antikora
baglandiginda agikta kalan primer antikorlar plakadaki referans antikora baglanir.
Yikama yapildiginda 6rnek antijenine baglanan enzim bulunduran antikorlar ortamdan
uzaklastirilir. Sonrasinda substrat eklenir. Ortamda ne kadar ¢ok drnek antijeni varsa o
kadar az enzim bagl antikor referans antijene baglanabileceginden ve 6rnek antijene
baglananlar yikama ile uzaklastirilacagindan, substratlar o kadar yavas ve az miktarda

reaksiyona girip diisiik renk degisimi verecektir (111,112) .
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. DOKU VE SERUMLARIN TOPLANMASI

Istanbul Prof. Dr. Cemil Tascioglu Sehir Hastanesi’nin 48670771-514.10 sayili
ve “Etik Kurul” konulu, Okmeydan1 Egitim ve Arastirma Hastanesi 48670771-514.10
sayill1 ve “Etik Kurul” konulu (EK-4) etik kurul izinleri ile, doku ve kan Ornekleri
Okmeydani1 Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde tedavi amacli gelen bireylerden rizasi

dahilinde (EK-5) ¢aligsma i¢in toplandi.

Ornek toplama kriterleri, 18 yasmi doldurmus olmak, daha énce prostat kanseri
tedavi uygulamasi ve kanser iligkili ila¢ kullanim1 olmamasi, prostat kanseri disinda bir
kronik hastalig1 teshisi olmamasi, kan PSA degerinin 3 ng/ul ve iizeri olmasi,

“Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu” (EK-5) onaylamis olmasi olarak belirlenmistir.

Gleason skorlarma gore gruplandirilan hastalar 3 gruba ayrildi. Gleason skoru 6
olan birinci grup, skoru 7 olan ikinci grup ve 8, 9 ve 10 olanlar iigiincii grup olarak
degerlendirildi. Ayrica Gleason skoru 6’dan diisiik olanlar kontrol grubu olarak
degerlendirildi. Her goniillii bireyin doku ve serumlarinin toplanirken demografik olarak
yas, kilo, boy, bel dl¢iisii ile kan degerlerinden PSA, HDL (“High density lipoprotein™),
LDL (“Low density lipoprotein”), trigliserit ve kolesterol degerleri de hastanede analiz

edilerek kayit altina alindi.

Orneklem boyutu G*Power 3.1.9.4 yazilimi ile en %80 giig, 0,05 alfa ve 0,27 etki
degeri ile 80 kisi olarak hesaplanmistir. Gleason skorlama yontemine bir grupta 20 birey
olarak calisilmast planlansa da iicilincli hasta grubunda iki birey caligma haricinde
tutulmustur. Toplanan kanlardan serum izole edildikten sonra serumlar ve dokular -

80°C’de stoklandi.

3.2. TOTAL RNA iZOLASYONU

Toplanan dokulardan total RNA izole edebilmek i¢in “QIAzol Lysis Reagent”
sollisyonu ve bu soliisyona ait protokol uygulandi. Her bireyde esit miktarda doku 1.5
ml’lik deney tiiplerine aktarildiktan sonra tlizerine 1 birim 6rnek/10 birim QIAzol Lysis
Reagent olacak sekilde Qiazol eklendi ve metal boncuklar eklenerek 5 dk homojenizatore

koyuldu. 1ml Qiazol/0,2 ml klorofom oraninda kloroform eklenerek 3 dk ¢alkalama ve
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sonrasinda 3 dk homojenizator uygulamasi yapildi. 4°C’de, 15 dk, 12000g’de santrifiij

yapildiktan sonra iist faz yeni tiipe aktarildi.

Yeni deney tiipline aktarilan iist faz iizerine 1ml/0,5ml Qiazol/izopropanol
oraninda izopropanol eklenip 10 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 4°C’de, 10 dk,
12000g’de santrifiij yapildi. Ust s1v1 uzaklastirildiktan sonra 1 ml %75°lik etanol (EtOH)
eklendi ve 4°C’de 5 dk 7500g’de santrifiij yapildi. Ust faz uzaklastirildiktan sonra EtOH
tam uzaklassin diye steril ortamda 15 dk kurutmaya birakildi. Saflagtirilan RNA iizerine
25ul RNaz icermeyen su eklenerek ¢ozdiiriildii. RNaz icermeyen suda ¢ozdiiriilen RNA

saflik ve miktarlart nanodrop ile dlgiildii. Elde edilen RNA’lar -20°C’de depolandi.

3.3. CDNA (“COMPLEMENTARY DNA”) SENTEZi

Oncelikle her bir RNA 5ng/ul olacak sekilde ayri bir tiipte sulandirildi. Total
RNA’dan sadece mikro-RNA’lart DNA’ya cevirmek icin miRCURY LNA RT Kit
kullanildi. Her bir 6rnek i¢in 2 pl “miRCURY RT reaction buffer” 4,5 pl RNaz icermeyen
su, 1 ul Reverse transkriptaz enzim karisimi ve 0,5 pl sentetik “RNA spike in”” kullanild1
ve tiim karisim 10 pl olacak sekilde 2 pl sulandirilmis total RNA eklendikten sonra Tablo

3.1°deki 1s1 ve siirelerde inkiibe edildi.

Tablo 3.1: cDNA sentezi i¢in gereken 1s1 donglisii protokolii

Adim Siire Sicakhik
Revers transkripsiyon 60 dk 42°C
Reaksiyon inaktivasyonu 5dk 95°C
Bekletme Siiresiz 4°C

3.4. REAL-TIME PCR

Referans gen olarak U6 kullanilirken miR-511-5p ve miR-6856-5p deneysel
genler olarak kullanildi. Uygun primerler i¢in “mirbase” veri bankalar1 tizerindeki diziler

referans alinmaktadir.

Insan genomundaki lokasyonu Kromozom 10: 17,845,107-17,845,193 olarak veri
bankalarinda yer alan (https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ Gene/Summary

2db=core;g=ENSG00000207938:r=10:17845107-17845193:;t=ENST00000385203,

ET:27.09.2023) ve “mirbase” veri tabani taramalarindan elde edilen sa¢ tokasi ve
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niikleotid dizisi Sekil 3.1°de gdsterilen miR-511, 5p ve 3p olmak iizere iki farkli
olgunlagmis diziye sahiptir. Calismada anlatim seviyesi arastirilan miR-511-5p niikleotid
dizisi ise 16-GUGUCUUUUGCUCUGCAGUCA-36 seklindedir (https://mirbase.org/
hairpin/MI10003127, ET:27.09.2023).

a ac cG C G g ua
caau gac ccau UGUCUUUUGCU UGCA UCA uaaa wu

LEEETEE TEee TEEEEEr e teee FeE e

guua cug ggua ACAGAAAACGA GUGU Agu guuu u
C gu AG U A - uu

Sekil 3.1: miR-511 sag tokas1 yapisi ve niikleotid dizisi

Genomda Kromozom 9: 130,626,297-130,626,363 lokasyonunda bulunan
(https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000277713;r=9:1
30626297-130626363;t=ENST00000613330, ET:27.09.2023) ve Sekil 3.2’de sa¢ tokasi
yapist  ve tam dizisi gOsterilen miR-6856’'nin, miR-6856-5p dizisi 6-
AAGAGAGGAGCAGUGGUGCUGUGG-29 seklinde “mirbase” taramalarindan elde
edilmistir (https://mirbase.org/hairpin/M10022702, ET:27.09.2023).

- aAA GGA GU U agu a
ugga GAGA GCA GG GCUGUGGc ggc g

A R R A RN RN AR N

ACCU uucu UGy CC CGACAUcg cug a
G --- -AG -- - - g

Sekil 3.2: miR-6856 sa¢ tokasi yapis1 ve niikleotid dizisi

Es zamanli okuma yapan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (“Polymerase Chain
Reaction”, PCR) i¢in dncelikle cDNA’lar 1:30 oraninda sulandirildi ve reaksiyona hazir
hale getirildi. “Real time PCR” i¢in “QIAGEN miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit”
ve veri bankalarindan elde edilen miR-511-5p ve miR-6856-5p dizilerine 6zgii primerleri

iceren “QIAGEN miRCURY LNA miRNA PCR Assay” kullanild1.
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Her bir 6rnegin 3 geni en az iki kez tekrar edildi. Erime egrileri beklenen sekilde
olmayan veya standart sapmanin disinda kalan 6rnekler en az bir kez daha tekrar edildi.
Real time PCR dongiisii i¢in kit karisim oOlgiileri (Tablo 3.2) ve iki adimli dongii protokolii
(Tablo 3.3) uygulandi. Dongii ve okuma i¢in ise “BIORAD CFX Connect Real-Time
PCR” tespit sistemi kullanildi. “CFX connect” SYBR ve ROX birlikte okuyamadigi i¢in

ROX referans boyasi reaksiyonlarda kullanilmadi.

Tablo 3.2: PCR reaksiyon karigim miktarlari

Icerik 2x miRcury PCR primer  cDNA ornegi RNaz Toplam
SYBR Green karisimi icermeyen
Master Mix su
Miktar (ul) 5 1 3 1 10

Tablo 3.3: PCR reaksiyonu i¢in kullanilan dongii kosullar

Adim Siire Sicakhik
PCR baslangi¢ aktivasyonu 2 dk 95°C
2 adimh dongii
Denatiirasyon 10 sn 95°C
Birlesme-uzama 60 sn 56°C
Dongii sayisi 40 dongii
Erime egri analizi 60-95 °C

Her bir 6rnegin referans gen dahil 3 geni i¢in de PCR sonucu alinan Ct degerleri
kaydedildi. Her bir genin her 6rnek i¢in ortalamalar1 alindiktan sonra ACt degerleri

hesaplandi.

ACt ilgili genin referans gene gore Ct farklaridir ve asagidaki formiille
hesaplanmaktadir. Bu nedenle ACt degerinin yiiksek ¢ikmasi anlatim diizeyinin yani PCR
karisimi igerisine eklenen ornekteki ilgili gen iiriin miktarinin az oldugunu gostermektedir

(103).
ACt = Ct(ilgili gen) = Ct(referans gen)

ACt degerleri hesaplanan genlerin ekspresyon yoniinii bulabilmek icin iki asamali

kat degisim hesaplamasi yapildi.

[lk olarak her hasta grubundaki her bireyin her gen igin ortalama ACt degeri ile
ortalama kontrol ACt degeri arasindaki fark 6lciilerek AACt hesaplandi (103).

AACt = ACt(deney ortalama) - ACt(kontrol ortalama)
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AACt farkindan logaritmik formiille kat degisimi hesaplanir (103).

Kat degigimi=2(44Y

3.5. ELISA

ELISA testi i¢in hastalardan alinan serum 6rnekleri ve “Human ELISA Kit for
Fibronectin Type III Domain Containing Protein 5 (FNDCS, irisin)” kiti kullanildi. 96
orneklik kitin 80 orneklik kismi kontrol ve hasta i¢in kullanilirken 16 6rneklik kisim

standart olarak kullanilmistir.

Kit kullanilmaya baglanmadan 6nce serum 6rnekleri 1/10.000 olacak sekilde 0,01
mol/L’lik PBS (Phosphate-buffered saline) ile sulandirildi. Sulandirma iki asamali
gerceklestirilmistir. ilk asamada 10 pl 6rnek 990 ul PBS’e eklenerek 1:100 oraninda
sulandirma gergeklestirilmis daha sonra yeni tiipe 990 pl PBS konularak iizerine 1:100
oraninda sulandirilan 6rnekten 10 pl eklenmistir. Boylece 1:10.000 oraninda sulandirma

gergeklestirilmistir.

Kitte yer alan standart stoguna 1 ml yine kitte yer alan standart sulandirici
soliisyon eklendikten sonra 10 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi ve koplirtmeden
dikkatlice karistirildi. 1,5ml’lik 7 steril deney tiipiine 0,5 ml standart sulandirict eklendi
ve standart stoktan ilk deney tiipiine aktarimla baslayarak her tiipe bir 6ncekinden 0,5 ml
kademeli sulandirma yapildi. Boylelikle tiiplerdeki standart stok konsantrasyonu pg/ml
sirastyla 1000 (sulandirilmamis stok)-500-250-125-62,5-31,2-15,6 ve 0 olmustur (Sekil
3.3).

0,5ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml

Vo

Tip 1 2 3 4 5 6 7
Pg/ml 1000 500 250 125 62,5 31,2 15,6 0

1.0 ml

0.5 ml

Sekil 3.3: Standart stogunun sulandirma agamalar1
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ELISA kitinin ilk 16 kuyucuguna sulandirilmamis ve farkli oranlarda
sulandirilmig standart stok 100’er pl konuldu. Her bir stok i¢in iki kuyucuk kullanildi.
Diger kuyucuklara ise 1:10.000 oraninda sulandirilmis serum ornekleri eklendi ve
37°C’de 1 saat inkiibasyon yapildi. Yikama yapilmadan “Biotek 405 LS Washer” cihazi

kullanilarak aspirasyonla iist s1v1 uzaklastirildi.

Aspirasyon sonrasinda 100 pl “Assay Diluent A” ile 100 kat sulandirilan
“Detection Reagent A” soliisyonu eklenip kuyucuklarin iizeri 6zel yapiskan bant (sealer)

ile kapatildi ve 37°C’de 1 saat inkiibasyon yapildi.

Inkiibasyon sirasinda yikama soliisyonu hazirlandi. Kit icerisinde yer alan yikma
sollisyonunu 30 kat sulandirabilmek i¢in 1 birim yikama soliisyonu 19 birim distile su

karistirildi.

Inkiibasyon bittikten sonra “Biotek 405 LS Washer” ile 6nce aspirasyon yapilarak
tist sivi uzaklagtirildi. Daha sonra 350 pl sulandirilmis yikama soliisyonu eklenip
uzaklastirma yontemi ile yikama yapildi ve bu islem 3 kez tekrar edildi. Son tekrardan

sonra kalan siviy1 tamamen uzaklastirabilmek i¢in aspirasyon yapildi.

“Assay diluent B” ile 100 kat sulandirdigimiz “Detection Reagent B” kuyucuklara
100’er ul eklenip tizeri yapiskan ile kapatildiktan sonra 37°C’de 30 dakika inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda 5 kez yikama tekrar edildi. Son yikama bitince
aspirasyon yapildi ve kuyucuklara 90ul “substrate solution” eklendi. Uzeri yapiskan ile
kapatildiktan sonra 37°C’de 20 dakika inkiibasyon yapildi. Inkiibasyonda sonra 50pul
“Stop solution” eklenerek renk degisimi kontrol edilir. Renk degisimi gerceklestikten
sonra parmak izi veya damlacik olmadigi tasdik edilerek mikroplate okuyucusuna

yerlestirildi ve “biotek HTX Synergy” ile 450nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi.

3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler i¢in IBM (“International Business Machines Corporation”)
SPSS (“Statistical Package for the Social Sciences”) Statistics 23 programi
kullanilmistir. Hasta ve kontrol gruplarinda yer alan 6rneklem sayisi 30°dan kiictlik
oldugu ig¢in non-parametrik yontemler uygulanmistir. Kontrol ve gruplari
karsilastirmak icin ikiden ¢ok bagimsiz degisken karsilastirmasinda Kruskal Wallis
testi uygulanirken, kontrol ve hasta gruplarini ikiserli karsilastirabilmek i¢in Mann-

Whitney U testi kullanilmistir. Ayrica hasta bireylerin verileri arasinda baglant1 olup
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olmadigini test etmek i¢in Pearson korelasyon analizi kullanildi. Analizlerin tamami

%95 giiven araliginda ve p<0,05 anlamlilik diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. TUM GRUPLARIN COKLU KARSILASTIRILMASI

Calismada yer alan bireylerin demografik verilerine bakildiginda; kontrol
grubunun yas ortalamasi 64,90+8,69, boy ortalamas1 168,30+6,38, kilo ortalamasi
76,06+13,91, VKI ortalamas1 26,74+4,05, bel 6lciisii ortalamas: ise 100,40+8,52
olarak hesaplandi. Gleason skoru 6 olan grubunda yer alan 20 hasta bireyin yas
ortalamasi 65,90+7,22, boy ortalamas1 169,80+7,94, kilo ortalamasi1 82,05+14,87,
VKI ortalamas1 28,28+3,53, bel olciisii ortalamasi ise 103,45+11,66 olarak
hesaplandi. Gleason skoru 7 olan 20 hasta bireyin yas ortalamas1 67,20+6,72, boy
ortalamasi 168,75+7,81, kilo ortalamasi 78,20+9,09, VKI ortalamas1 27,57+3,69, bel
Olciisii ortalamasi ise 103,55+£9,92 olarak goriilmektedir. Gleason skoru 8 ve tlizeri
olan hasta grubundaki 18 bireyin ise yas ortalamasi 70,11£8,65, boy ortalamasi
169,22+6,51, kilo ortalamas1 72,67+10,78, VKI ortalamas1 25,36+3,32, bel dlciisii
ortalamasi ise 96,78+12,36’dur.

Prostat kanseri hastalar1 ile kontrol gruplart demografik verileri
karsilastirildiginda yas ortalamasi kontrol grubunda en diisiik olmakla birlikte
Gleason skoru ile dogru orantili olarak artis gosterse de bu artis gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Boy ortalamasi1 ise tim gruplarda
birbirlerine ¢cok yakin oldugundan istatistiksel bir fark gdéstermemektedir (p>0,05).
Kilo degerleri de hasta gruplari ile kontrol gruplar1 arasinda da hasta gruplarinin kendi
aralarinda da istatistiksel anlamli bir degisim gdstermemektedir (p>0,05). VKI
hesaplamalarindan elde edilen verilerin ortalamasi da gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gostermemektedir (p>0,05). Kontrol ve hasta gruplarinin bel

Olciileri de istatistiksel olarak anlamli bir fark géstermemektedir (p>0,05;Tablo 4.1).

Calismada yer alan bireylerin kan degerlerine ait verilere bakildiginda;
kontrol grubunun PSA ortalamast 9,76+5,98, HDL ortalamas1 55,70+13,97, LDL
ortalamas1 122,15+38,30, trigliserit ortalamas1 110,00+£54,24, kolesterol ortalamasi

ise 199,05+44,92 olarak Ol¢iilmiistiir. Gleason skoru 6 olan grubun PSA ortalamasi
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9,83+£9,69, HDL ortalamas1 44,55+7,77, LDL ortalamas:1 115,00+43,15, trigliserit
ortalamasi 135,85+70,97, kolesterol ortalamasi ise 186,65+47,06 olarak 6l¢iilmiistiir.

Tablo 4.1: Demografik verilerin kontrol ve hasta gruplar1 arasinda karsilastiriimasi

Grup
Gleason
Kontrol Gleason Gleason Skor>= 8
(N:20) Skor =6 (N:20) Skor =7 (N:20) (N:18) p degeri*
Ortalama 64,90 65,90 67,20 70,11
+ 8,69 7,22 6,72 8,65
Yas — 0,138
Minimum 52,00 52,00 53,00 50,00
Maksimum 83,00 77,00 76,00 86,00
Ortalama 168,30 169,80 168,75 169,22
+ 6,38 7,94 7,81 6,51
Boy — 0,927
Minimum 160,00 154,00 156,00 155,00
Maksimum 180,00 185,00 185,00 180,00
Ortalama 76,05 82,05 78,20 72,67
+ 13,91 14,87 9,09 10,78
Kilo — 0,180
Minimum 55,00 55,00 60,00 50,00
Maksimum 100,00 105,00 96,00 97,00
Ortalama 26,74 28,28 27,57 25,36
- 4,05 3,53 3,69 3,32
VKi — 0,059
Minimum 20,07 20,20 22,04 16,71
Maksimum 35,43 34,29 35,94 33,56
Ortalama 100,40 103,45 103,55 96,78
+ 8,52 11,66 9,92 12,36
Bel — 0,119
Minimum 81,00 76,00 82,00 65,00
Maksimum 117,00 119,00 122,00 125,00

* Kruskal Wallis Testi

Gleason skoru 7 olan grubun PSA ortalamasi 12,35+13,62, HDL ortalamasi
47,804£9,39, LDL ortalamas1 113,55+£39,85, trigliserit ortalamasi 141,90+69,63,
kolesterol ortalamasi ise 188,75+42,11 olarak Sl¢iilmiistiir. Gleason skoru 8 ve {izeri
olan hasta grubunun ise PSA ortalamas1 19,99+16,09, HDL ortalamas1 50,11+11,59,
LDL ortalamas1 129,33+37,28, trigliserit ortalamast 151,50+72,92, kolesterol

ortalamasi ise 206,28+32,85 olarak Ol¢ililmiistiir.

Kan degerleri agisindan kontrol ve hasta gruplar1 karsilastirildiginda, PSA

ortalamasi kontrol grubunda diger gruplara gore en diisiik seviyede olmakla birlikte
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hastalik derecesi ile dogru orantili bir sekilde artis gostermektedir. PSA degerinin
kontrol grubu dahil tiim gruplardaki genel degisimi istatistiksel olarak anlamli

diizeyde artis yoniindedir (p<0,05).

Tablo 4.2: Kan degerlerinin kontrol ve hasta gruplar1 arasinda karsilagtirilmasi

Grup
Gleason
Kontrol Gleason Gleason Skor>= 8
(N:20) Skor =6 (N:20) Skor =7 (N:20) (N:18) p degeri*
Ortalama 9,76 9,83 12,35 19,99
* 5,98 9,69 13,62 16,09
PSA — 0,006%*
Minimum 3,38 3,08 4,00 6,50
Maksimum 27,52 46,67 68,39 69,12
Ortalama 55,70 44,55 47,80 50,11
+ 13,97 7,77 9,39 11,59
HDL — 0,031+
Minimum 36,00 34,00 29,00 30,00
Maksimum 90,00 62,00 69,00 70,00
Ortalama 122,15 115,00 113,55 129,33
* 38,30 43,15 39,82 37,28
LDL — 0,355
Minimum 62,00 51,00 61,00 50,00
Maksimum 193,00 211,00 232,00 176,00
Ortalama 110,00 135,85 141,90 151,50
o * 54,24 70,97 69,63 72,92
Trigliserit — 0,170
Minimum 50,00 55,00 49,00 76,00
Maksimum 233 00 360,00 290,00 356,00
Ortalama 199,05 186,65 188,75 206,28
+ 44,92 47,06 42,11 32,85
Kolesterol . 0,267
Minimum 110,00 110,00 122,00 150,00
Maksimum 271 00 284,00 320,00 274,00

* Kruskal Wallis Testi ~ ** p<0,05

Kontrol grubunda HDL ortalamasi tiim hasta gruplarindan yiiksek olmakla
birlikte hastalik derecesi ile dogru orantil1 bir artig gériilmektedir. Kontrol ve hasta
gruplarinin HDL degerleri Kruskal Wallis testine tabi tutuldugunda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli popiilasyonlar oldugu gdoriilmektedir
(p<0,05). LDL ortalamalar1 da HDL gibi hastalik diizeyine gore artis gdsterse de
kontrol ve hasta gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farkli bir grup olmadig:
goriilmektedir (p>0,05). Kontrol grubunda en diisiik ortalamaya sahip trigliserit

degerleri hastalik diizeyine bagli olarak artis goriilse de bu artista istatistiksel olarak
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anlamli farka sahip bir grup olmadig1r gozlenmektedir (p>0,05). LDL ile ortalama
siralamas1 agisindan benzerlik gosteren kolesterol degerleri de anlamli istatistiksel

fark gostermemektedir (p>0,05;Tablo 4.2).

Hasta bireyler ve kontrol grubu deneysel c¢alismalar acisindan
degerlendirildiginde ise ACt agisindan hem miR-511-5p hem de miR-6856-5p

seviyeleri anlamli bir sekilde azalma gostermistir (p<0,05; Tablo 4.3).

Tablo 4.3: miR-511-5p, miR-6856-5p ve irisin anlatim diizeylerinin gruplar arasindaki
farklar

Grup
Gleason
Kontrol Gleason Gleason Skor>= 8 P
(N:20) Skor =6 (N:20) Skor =7 (N:20) (N:18) degeri*
Ortalama 9,51 5,73 6,76 5,57
+
ACt 1,90 2,31 3,00 2,67 0.000%*
miR-511-5p Minimum 6.95 04 02 87 ’
Maksimum 12,76 9,82 11,26 11,66
Ortalama 9,02 5,69 6,65 6,36
ACt + 3,99 2,54 2,47 2,17
miR-6856- — 0,032%*
5l Minimum 2,54 12 ,95 3,49
Maksimum 14,08 11,43 10,79 11,56
Ortalama 288,92 319,33 281,43 343,07
FNDC5 172,74 186,66 150,25 210,79 0.632
(pg/ml)  Minimum 69,87 37,04 69,06 22,50 ’
Maksimum 681,26 768,35 701,82 1006,67

* Kruskal Wallis Testi ~ ** p<0,05

Kat degisimi 0-1 araliginda ise deneyin ekspresyon seviyesinin kontrole gore
daha az oldugunu gosterirken 1’den biiyiik olmas1 deneyin ekspresyonun kontrolden
daha fazla oldugunu goéstermektedir. Bu da iki miRNA’nin da kat degisimine
bakildiginda hasta bireylerde kontrole gore artis oldugunu gostermektedir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4: Gleason skorlarina gore gruplarin kontrole gore kat degisimleri

Ortalama AACt Kat degisimi
Glesaon Glesaon Glesaon Glesaon Glesaon Glesaon
Skor=6 Skor=7 Skor>=8 Skor=6 Skor=7 Skor>=8
miR-511-5p -3,78 -2,75 -3,94 13,78 6,75 15,30
miR-6856-5p -3,33 -2,37 -2,66 10,06 5,18 6,32

Bu artis Gleason skoru 7 olan grupta azalma gosterse de her iki miRNA i¢in de

Gleason skoru 8 ve iizeri olan grupta tekrar artis gostermistir (Sekil 4.1).

20,00

—
\'U1
=3
(=]

10,00

“ B
B —

0,00
Glesaon Skor=6 Glesaon Skor=7 Glesaon Skor>=8

Kat Degisimi

EmiR-511-5p Emir-6856-5p
Sekil 4.1: Gleason Skor grubuna gore miR-511-5p ve miR-6856-5p kat degisimleri
1200,00

1000,00

800,00

600,00
400,00
200,00

0,00

FNDCS5 (pg/mol)

Kontrol Gleason Skor =6 Gleason Skor =7 Gleason Skor >=8

Sekil 4.2: Irisin miktarmin gruplara ortalama dagilim grafigi
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Sekil 4.2°de serumdaki mililitredeki miktarinin pikogram cinsinden ortalamasi
gosterilen irisinin ya da FNDCS5 seviyesi ise hasta ve kontrol bireyleri arasinda

istatistiksel bir farklilik géstermemektedir (p>0,05; Tablo 4.3).

4.2. TUM GRUPLARIN IiKiLi KARSILASTIRILMASI

Demografik veriler kendi aralarinda ikiserli gruplar halinde karsilastirildiginda,
yas, kontrol grubu ile Gleason skoru 8 ve daha fazla olan grup arasinda; VKI indeksi
Gleason skoru 6 olan grup ile Gleason skoru 8 ve daha fazla olan grup arasinda; bel dl¢iisii
ise Gleason skoru 7 olan grup ile Gleason skoru 8 ve daha fazla olan grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark gosterirken (p<0,05) diger verilerde herhangi iki grup

arasinda istatistiksel olarak bir fark goriilmemistir (p>0,05;Tablo 4.5).

Tablo 4.5: Demografik verilerin iki karsilastirilmalar

Gleason Gleason

pontrol Skor =6 Skor =7

Gleason Gleason Gleason Gleason Gleason Gleason
Skor =6 Skor=7 Skor>=8 Skor=7 Skor>=8 Skor>=8

U 171,00 148,50 109,00 180,50 123,50 142,50
Yas
p degeri 0,432 0,163 0,038%* 0,597 0,098 0,272
U 177,50 197,50 164,00 184,00 177,00 168,50
Boy
p degeri 0,541 0,946 0,638 0,664 0,930 0,735
0] 157,00 183,00 152,50 167,50 114,00 118,00
Kilo
p degeri 0,244 0,645 0,420 0,379 0,053 0,069
U 146,50 179,00 145,50 167,00 81,00 126,50
VKi
p degeri 0,148 0,570 0,313 0,372 0,004%** 0,118
U 161,00 154,50 135,50 197,50 118,00 109,50
Bel
p degeri 0,290 0,218 0,193 0,946 0,070 0,039%*

*Mann Whitney U testi  ** p<0,05
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Kan degerlerinin hasta ve kontrol gruplarinin ikili istatistik analizlerine gore, PSA
degeri Gleason skoru 8 ve iizeri olan grupta hem kontrol hem de diger hasta gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli sekilde ortalamalar1 (Tablo 4.6) Sekil 4.3°teki grafikte de
goriildiigl tizere daha yiiksek ¢ikmistir (p<0,05). Diger ikili hesaplamalarda ise PSA

acisindan istatistiksel olarak bir fark goriilmemektedir (p>0,05).

80,00
70,00 °
60,00
50,00

40,00

PSA degerleri

30,00

20,00

D o

0,00

Kontrol Gleason Skor =6 Gleason Skor =7 Gleason Skor >=8

Sekil 4.3: PSA gruplara gore ortalamalari

HDL degeri sadece kontrol grubu ile Gleason skoru 6 olan grup arasinda anlamli
fark gosterirken (p<0,05) diger gruplar arasinda popiilasyon farki goriinmemektedir
(p>0,05). LDL ise herhangi iki grup arasinda anlamli farklilik géstermedi (p>0,05).
Trigliserit degerleri kontrol grubu ile Gleason skoru 8 ve iizeri olan grup arasinda,
kolesterol degeri de Gleason skoru 7 olan grup ile Gleason skoru 8 ve iizeri olan grup
arasinda istatistiksel olarak farkli goriilmektedir (p<0,05). Her iki deger icin de diger
gruplar arasinda fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05; Tablo 4.6).
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Tablo 4.6: Kan degerlerinin ikili karsilastirilmast

Kontrol Gleason Gleason
Skor =6 Skor =7
Gleason Gleason Gleason Gleason Gleason Gleason
Skor =6 Skor=7 Skor>=8 Skor=7 Skor>=8 Skor>=8§
U 172,00 177,00 85,00 149,00 75,00 99,50
PSA
p degeri* 0,449 0,534 0,005%* 0,168 0,002%* 0,019%*
U 90,00 140,00 142,00 146,50 128,00 165,00
HDL
p degeri* 0,003%** 0,104 0,266 0,147 0,128 0,660
U 178,50 174,50 153,00 188,50 134,00 118,50
LDL
p degeri* 0,561 0,490 0,430 0,756 0,179 0,072
U 147,50 149,50 102,00 187,50 148,00 170,50
Trigliserit
p degeri* 0,155 0,172 0,023%* 0,735 0,349 0,781
U 168,00 160,50 165,50 191,50 132,50 112,00
Kolesterol
p degeri* 0,386 0,285 0,672 0,818 0,165 0,047%*
*Mann Whitney U testi ** p<0,05

miRNA ¢alismalarina bakildiginda, miR-511-5p kontrol grubu ile tiim gruplar
arasinda istatistiksel olarak farkli diizeyde anlatim yapmistir(p<0,05). MiR-6856-5p ise
kontrol grubu ile Gleason skor 6 ve Gleason skor 8 ve iizeri olan gruplara gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde farkli anlatim yapmistir (p<0,05); ancak, kontrol ile Gleason skor
7 grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ vermemistir (p>0,05).
Ayrica, hem miR-511-5p hem de miR-6856-5p hasta gruplarinin ikili karsilagtirmalarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark géstermemektedir (p>0,05;Tablo 4.7).
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Tablo 4.7: Deney sonuglarinin ikili karsilastirilmasi

Kontrol Gleason Gleason
Skor =6 Skor =7
Gleason Gleason Gleason Gleason Gleason Gleason
Skor =6 Skor=7 Skor>=8 Skor=7 Skor>=8 Skor>=8§
ACH 40,00 86,00 41,00 137,00 157,00 132,00
miR-511-5p p
- . 0,000%* 0,002%* 0,000%* 0,136 0,671 0,161
degeri
ACt 101,00 131,00 108,00 134,00 153,00 153,00
miR-6856-5p p
- . 0,012%* 0,062 0,035%* 0,116 0,584 0,430
degeri
183,00 198,50 145,00 179,00 160,50 137,00
FNDC5
/ml
(pg/ml) P . 0,646 0,968 0,306 0,570 0,569 0,209
degeri

*Mann Whitney U testi  ** p<0,05

4.3. HASTA BIiREYLERDE KORELASYON ANALIiZi

Prostat kanseri i¢in belirte¢ olarak kullanilan PSA ve bu ¢alismanin deneysel
sonucu olan miR-511-5p, miR-6856-5p ve irisin anlatim diizeylerinin hasta bireylerde
diger verilerle aralarinda dogru ya da ters orantili anlamli baglant1 olmadig1 Pearson

korelasyon analizi ile incelendi.

Sekil 4.4°de trigliserit ve kilo ile korelasyonu gosterilen PSA’nin istatistiksel
olarak anlamli sekilde kilo ile ters, trigliserit ile dogru orantili bir baglanti oldugu

goriilmektedir (p<0,05).
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Sekil 4.4: PSA'nin kilo ve trigliserit ile korelasyon grafigi
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Ancak PSA ile yas, boy, VKI, bel HDL, LDL, kolesterol miR-511-5p, miR-6856-

S5p ve irisin arasinda anlamli bir baglant1 gériilmemektedir (p>0,05; Tablo 4.8).

Tablo 4.8: PSA'nin diger degiskenlerle korelasyonu

PSA
oo P g
Yas 0,202 0,129
Boy -0,101 0,452
Kilo -0,267 0,043
VKi -0,243 0,066
Bel -0,254 0,054
HDL 0,070 0,603
LDL 0,116 0,387
Trigliserit 0,275 0,037**
Kolesterol 0,235 0,076
ACt miR-511-5p 0,020 0,884
ACt miR-6856-5p 0,154 0,253
FNDCS (pg/ml) -0,057 0,669

*Pearson Korelasyon Testi  ** p<0,05

miR-511-5p ve miR6856’nin ACt degerleri diger veriler ile karsilagtirildiginda

her ikisi de sadece birbirleri ile dogru orantili anlamli korelasyon gosterirken (p<0,05;

Sekil 4.5) diger veriler ile aralarindaki korelasyon istatistiksel anlam tasimamaktadir

(p>0,05;Tablo 4.9,Tablo 4.10).
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Sekil 4.5: miR-511-5p ile miR-6856-5p arasindaki korelasyon grafigi
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Tablo 4.9: ACt-miR-511-5p'in diger degiskenlerle korelasyonu

ACt miR-511-5p

Pearson

Korelasyon P degeri
Yas 0,263 0,048%*
Boy -0,157 0,244
Kilo -0,181 0,178
VKi  -0,090 0,507
Bel -0,092 0,497
PSA 0,020 0,884
HDL 0,154 0,254
LDL -0,021 0,879
Trigliserit -0,128 0,341
Kolesterol -0,016 0,906
ACt miR-6856-5p 0,435 0,001**
FNDCS5 (pg/ml) 0,013 0,923

*Pearson Korelasyon Testi ** p<0,05

Tablo 4.10: ACt-miR-6856-5p'nin diger degiskenlerle korelasyonu

ACt miR-6856-5p

Kl(:s:ll;soylzm P degeri
Yas 0,005 0,968
Boy -0,053 0,695
Kilo -0,092 0,495
VKi -0,066 0,626
Bel -0,107 0,429
PSA 0,154 0,253
HDL 0,186 0,167
LDL 0,011 0,937
Trigliserit 0,060 0,656
Kolesterol 0,077 0,570
ACt miR-511-5p 0,435 0,001**
FNDCS5 (pg/ml) -0,124 0,356

*Pearson Korelasyon Testi ** p<0,05

Sekil 4.6°de korelasyonlar gosterilen Irisin ile kolesterol arasindaki dogru orantili
baglantinin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir (p<0,05); ancak, irisin ile
diger degiskenler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir baglanti bulunamamistir

(p>0,05; Tablo 4.11).
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Sekil 4.6: irisin (FNDC5) ile trigliserit arasindaki korelasyon grafigi

Tablo 4.11: FNDC5(irisin)'in diger degiskenlerle korelasyonu

FNDCS (pg/ml)

Korelasyon _? degeri

Yas 0,031 0,816

Boy 0,041 0,758

Kilo 0,138 0,302

VKi 0,114 0,393

Bel 0,115 0,392

PSA -0,057 0,669

HDL 0,236 0,075

LDL 0,237 0,074

Trigliserit 0,095 0,477
Kolesterol 0,321 0,014%*

ACt miR-511-5p 0,013 0,923

ACt miR-6856-5p -0,124 0,356

*Pearson Korelasyon Testi  ** p<0,05

39



5. TARTISMA

PSA degeri gruplar arasinda anlamli farklilik gostermekle birlikte sadece
Gleason skoru 8 ve {izeri olan grupta istatistiksel olarak diger gruplardan farkh
ctkmistir. Ancak kontrol grubu ile Gleason skoru 6 ve 7 olan gruplar arasinda
istatistiksel bir fark goriilmemistir. Bu bulgular PSA degerinin prostat kanseri
belirteci olarak kullanilmasinin yeterli olmadigini belirten yayinlar1 destekler

niteliktedir.

Gruplar arasinda HDL seviyesi anlaml1 fark gdsterse de bu fark sadece kontrol
grubu ile Gleason skoru 6 olan grup arasinda goériilmektedir. Kontrol grubunda HDL
degeri en yiiksek goriiliirken Gleason skoru 6 olan grupta en diisiik goriilmekte ve
skoru arttikca tekrar artis gostermektedir. Hastalik seviyesi arttikca HDL nin tekrar
normale yaklagsmasi metabolizmanin hastalik ilerlese de HDL’yi diizenledigi
sOylenebilir, lakin; hastaligin baglamasinda HDL nin istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde diisiik olmas1 HDL seviyesinin prostat kanseri baglangicinda etkili oldugunu

gosteren calismalara da benzerlik gostermektedir (113).

Dokudan elde edilen RNA’lardan anlatim seviyesi analizi yapilan miR-511-5p
ve miR-6856-5p ACt degerleri gruplar arasinda anlamli farkliliklar gostermis, ikili
karsilastirmada miR-511-5p tiim hasta gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli sekilde gen anlatim seviyeleri yliksek ¢ikmistir, ancak; hasta gruplari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli goriilmemektedir. Bazi kanser tiirlerinde
timor baskilayict etkisi gézlenen miR-511-5p (114-118) bu calismaya gore prostat
kanseri hastalarin1 prostat dokusunda artis gdstermesi bir miRNA’nin bir dokuda
timor baskilayict olarak goérev alirken bagka bir dokuda onkogen olarak gorev

alabilecegini gostermektedir.

MiR-6856-5p da hasta bireylerde kontrol grubuna gore artis gdstermis olsa da
Gleason skoru 6 olan ile Gleason skoru 8 ve iizeri olan gruplardaki artis istatistiksel
olarak anlamlidir, Gleason skoru 7 olan gruptaki artig ise kontrole gdére anlamli
goriilmemektedir. MiR-6856-5p ile ilgili pek yayin olmamakla birlikte Iwasaki ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada gastrik kanserde de artis gostermektedir (10).
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TargetScan (119) ve miRDB (“Mirna Database”) (120) miRNA tahmin analiz
yazilimlarina gére hem miR-511-5p hem de miR-6856-5p’nin irisin mRNA’sin1 hedef
alacag1 hesaplanmis olsa da farkli kanser tiirlerin azalma gosteren irisin (121,122)
seviyesinde bu calismada istatistiksel olarak bir fark goriilmemektedir. Serumdaki
irisin kaynaginin prostat dokudan ziyade kas dokusu oldugundan (123) hasta ve
kontrol bireyler arasindaki hasta ve kontrol bireylerindeki serum irisin seviyelerinde

popiilasyon benzerligi goriilebilmektedir.

Hasta bireylerde grup ayrimi yapmadan yapilan korelasyon analizine gore
irisin seviyesi ile kolesterol arasinda dogru orantili istatistiksel olarak anlamli
diizeyde baglanti bulunmustur, fakat; bu korelasyonun prostat kanserinden bagimsiz
olarak yag metabolizmasina dayali oldugu diistiniilmektedir. Ciinkii irisinin diger

veriler ve sonugclar ile anlamli bir korelasyon gosterdigi gézlenmedi.

PSA degeri hasta bireylerin korelasyon analizine gore kilo ile ters orantili
olarak goriiliirken trigliserit ile dogru orantili goriilmektedir. Kilo ile trigliserit
arasinda c¢alismaya dahil edilen hasta bireyler arasinda anlamli bir korelasyon
bulunmamistir. Bunun da sebebi kiloyu etkileyen faktor olarak sadece trigliserit degil

kas kiitlesi ve boy da oldugundandir.

Hasta bireylerde kontrol grubuna gore artis gosteren miR-511-5p ve miR-
6856-5p hasta bireylerde yapilan korelasyon analizine gore birbirleri ile dogru orantili

olarak istatistiksel olarak anlamli degisim gdstermektedir.

Sonug olarak, PSA seviyesi her ne kadar histolojik inceleme gerekliligi igin
belirte¢ olsa da Gleason skoru 8’den asagi olan hastalar ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak fark olmamasi ve prostat spesifik bir antijen olsa da sadece kansere
bagli degismemesi nedeniyle PSA degeri prostat kanseri i¢in yeterli bir belirteg
degildir. Her ne kadar gilinlimiizde PSA seviyesine bagli olarak doku histolojik
goriintiileme teknikleri kullanilsa da hem biyopsinin hem hasta agisindan sikintilt bir
siire¢ olmas1 hem de maliyet ac¢isindan dezavantajlar1 bulunmasi farkli biyobelirteg

arayislarin1 zorunlu kilmaktadir.

Bu calismada dokuda anlatim seviyesine bakilan miR-511-5p ve miR-6856-
Sp’nin hastalarda yiiksek olmasi gelecek calismalara 151k tutacak niteliktedir. Kanda
ve/veya dokuda prostat kanseri hastalarinin aynt miRNA’larin ¢alisilmasi ve Gleason

skoruna bagli degisikliginin incelenmesini gerektirmektedir. Kanda veya serumda
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belli bir seviyede tutulmasi beklenen miRNA’lar tek asamali kanser tespiti i¢in uygun

belirte¢ler olabilir.

Ayrica, genetik tedavi amagli miR-511-5p ve miR-6856-5p seviyeleri lokal

olarak diizenlenebildiginde prostat kanseri tedavisinde umut 15181 olabilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada kandaki PSA degerlerine bakildiginda kontrol grubu ile sadece
Gleason skoru 8 ve {izeri olan grup arasinda anlamli fark gériilmektedir. PSA degeri
biyopsi i¢in giiniimiizde kullanilan en iyi belirte¢ olarak kullanilsa da oran olarak

bakildiginda PSA’ya ek yeni belirtecler bulunmasi gerekliligini dogurmaktadir.

Serumdaki irisin seviyesinin hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamh
farkliliklar gostermemesi prostat kanseri i¢in uygun bir belirte¢ olabilecegi bu
calismaya gdre miimkiin goriinmemektedir. Irisin icin kan ve serum caligmasinda
standart sapmay1 azaltmak i¢in ve parametrik test uygulayabilmek i¢in tekrar sayisinin

ve 0rneklem hacminin arttirilarak tekrar edilmesi daha saglikli sonug verebilir.

miR-511-5p ve miR-6856-5p’nin seviyelerinin prostat dokusunda prostat
kanseri hasta gruplarinda saglikli bireylere gore yiiksek ¢ikmasi, ilerleyen ¢alismada
kanda ve dokuda miRNA seviyelerinin arastirilmasi gerekliligini dogurmakta ve
miRNA araligina bakarak PSA’y1 destekleyici miRNA belirtecleri bulunabilecegine

isaret etmektedir.

Gelecegin tedavi umutlar1 arasinda yer alan Genetik tedavi ile prostat kanseri
hastalarinda miR-511-5p ve miR-6856-5p seviyesi doku spesifik olarak hedef alinarak

kanser olusumu ve yayilmasi kontrol altina alinabilir.
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EKLER

EK-1. Bireylerin Demografik Verileri

Tablo 1: Kontrol grubunun demografik verileri

Sira No Yas Boy (em) Kilo (kg VKI  Bel 6lgiisii (cm)
K-1 59 160 70 27,34 92
K-2 53 175 92 30,04 88
K-3 60 178 80 2525 104
K-4 63 162 56 21,34 81
K-5 83 162 63 24,01 105
K-6 83 175 85 27,76 102
K-7 68 174 79 26,09 99
K-8 70 172 85 28,73 112
K-9 70 160 72 28,13 99
K-10 69 165 85 31,22 103
K-11 52 165 65 23,88 108
K-12 59 168 100 35,43 108
K-13 73 170 78 26,99 105
K-14 54 172 99 33,46 117
K-15 68 161 59 22,76 99
K-16 58 165 80 29,38 97
K-17 61 172 70 23,66 100
K-18 67 170 58 20,07 94
K-19 68 180 90 27,78 105
K-20 60 160 55 21,48 90
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Tablo 2: Hasta grubunun demografik verileri

Sira No Yas Boy (cm)  Kilo (kg) VKi  Bel ol¢iisii (cm)
H-1-2 77 172 90 30,42 119
H-1-3 64 160 78 30,47 105
H-1-4 64 169 89 31,16 108
H-1-5 56 181 91 27,78 103
H-1-6 63 170 80 27,68 114
H-1-7 52 168 75 26,57 99
H-1-8 62 175 105 34,29 119
H-1-9 58 178 95 29,98 104
H-1-10 69 164 76 28,26 115
H-1-11 69 172 64 21,63 92
H-1-12 71 158 68 27,24 89
H-1-13 73 170 83 28,72 112
H-1-14 75 178 102 32,19 119
H-1-15 62 165 55 20,20 76
H-1-16 55 163 67 25,22 92
H-1-17 70 172 75 25,35 90
H-1-18 74 154 60 25,30 97
H-1-19 64 185 105 30,68 105
H-1-20 65 177 98 31,28 110
H-1-21 75 165 85 31,22 101
H-2-1 70 165 72 26,45 96
H-2-2 75 156 66 27,12 105,5
H-2-3 62 175 75 24,49 104,5
H-2-4 74 172 85 28,73 110
H-2-5 64 174 83 27,41 103
H-2-6 71 170 68 23,53 82
H-2-7 73 165 77 28,28 98
H-2-8 76 165 60 22,04 92
H-2-9 61 170 70 24,22 89
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Tablo 2 (Devam)

Sira No Yas Boy (cm)  Kilo (kg) VKi  Bel ol¢iisii (cm)
H-2-10 72 180 76 23,46 103
H-2-11 73 180 75 23,15 90
H-2-12 53 185 90 26,30 110
H-2-13 67 163 73 27,48 110
H-2-14 75 163 77 28,98 107
H-2-15 66 172 86 29,07 122
H-2-16 56 172 96 32,45 111
H-2-17 60 158 80 32,05 110
H-2-18 64 160 92 35,94 115
H-2-19 62 170 78 26,99 101
H-2-20 70 160 85 33,20 112
H-3-1 76 175 79 25,80 99
H-3-2 70 173 73 24,39 93
H-3-3 63 170 72 2491 97
H-3-4 73 164 68 25,28 96
H-3-5 76 169 70 24,51 104
H-3-6 80 157 65 26,37 98
H-3-7 65 168 85 30,12 102
H-3-8 59 170 97 33,56 125
H-3-9 72 160 65 25,39 103
H-3-10 74 175 84 27,43 110
H-3-11 86 175 84 27,43 95
H-3-12 72 173 50 16,71 65
H-3-13 80 170 68 23,53 100
H-3-14 66 170 68 23,53 89
H-3-15 60 172 70 23,66 90
H-3-16 70 155 60 24,97 104
H-3-17 70 180 80 24,69 92
H-3-18 50 170 70 24,22 80
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EK-2. Bireylerin Kan Degerleri Verileri

Tablo 3: Kontrol grubunun kan degerleri

Sira No PSA HDL LDL Trigliserit Kolesterol
K-1 6,14 55,00 107,00 64,00 169,00
K-2 10,35 48,00 182,00 81,00 246,00
K-3 5,03 56,00 193,00 106,00 270,00
K-4 11,25 52,00 122,00 80,00 190,00
K-5 12,02 48,00 146,00 154,00 225,00
K-6 27,52 50,00 100,00 57,00 161,00
K-7 4,70 55,00 163,00 178,00 254,00
K-8 16,86 45,00 145,00 233,00 237,00
K-9 17,66 51,00 96,00 95,00 166,00

K-10 5,73 42,00 134,00 199,00 216,00
K-11 9,83 59,00 179,00 166,00 271,00
K-12 12,30 67,00 62,00 64,00 142,00
K-13 8,71 71,00 109,00 62,00 192,00
K-14 14,80 51,00 70,00 80,00 137,00
K-15 5,00 50,00 65,00 80,00 110,00
K-16 4,92 36,00 148,00 104,00 205,00
K-17 3,38 54,00 98,00 50,00 162,00
K-18 4,97 89,00 114,00 77,00 218,00
K-19 5,00 45,00 110,00 180,00 210,00
K-20 9,00 90,00 100,00 90,00 200,00
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Tablo 4: Hasta grubunun kan degerleri

Sira No PSA HDL LDL Trigliserit Kolesterol
H-1-2 5,69 36,00 124,00 159,00 192,00
H-1-3 9,49 35,00 73,00 172,00 142,00
H-1-4 3,35 35,00 90,00 86,00 142,00
H-1-5 5,44 34,00 127,00 225,00 206,00
H-1-6 7,52 45,00 169,00 80,00 230,00
H-1-7 4,27 51,00 211,00 122,00 284,00
H-1-8 7,83 48,00 159,00 183,00 244,00
H-1-9 3,33 41,00 77,00 360,00 190,00

H-1-10 21,95 36,00 63,00 120,00 123,00

H-1-11 13,37 55,00 131,00 55,00 197,00

H-1-12 46,67 51,00 138,00 199,00 229,00

H-1-13 3,51 46,00 89,00 102,00 155,00

H-1-14 8,12 38,00 130,00 104,00 189,00

H-1-15 9,43 45,00 51,00 69,00 110,00

H-1-16 7,74 62,00 137,00 99,00 219,00

H-1-17 10,70 50,00 64,00 59,00 126,00

H-1-18 7,91 48,00 172,00 121,00 244,00

H-1-19 7,07 48,00 106,00 103,00 175,00

H-1-20 10,10 37,00 122,00 175,00 194,00

H-1-21 3,08 50,00 67,00 124,00 142,00
H-2-1 7,49 49,00 150,00 55,00 210,00
H-2-2 9,21 40,00 110,00 147,00 179,00
H-2-3 4,45 69,00 166,00 122,00 257,00
H-2-4 13,06 53,00 107,00 107,00 181,00
H-2-5 9,66 51,00 104,00 49,00 165,00
H-2-6 8,17 49,00 65,00 180,00 150,00
H-2-7 9,30 41,00 118,00 107,00 180,00
H-2-8 68,39 43,00 138,00 98,00 201,00
H-2-9 17,78 51,00 111,00 121,00 186,00
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Tablo 4 (Devam)

Sira No PSA HDL LDL Trigliserit Kolesterol
H-2-10 9,44 54,00 121,00 150,00 205,00
H-2-11 7,75 57,00 78,00 58,00 147,00
H-2-12 7,02 29,00 64,00 290,00 151,00
H-2-13 9,71 45,00 61,00 78,00 122,00
H-2-14 6,27 50,00 232,00 191,00 320,00
H-2-15 6,52 31,00 123,00 153,00 185,00
H-2-16 4,00 40,00 132,00 58,00 184,00
H-2-17 13,00 52,00 90,00 250,00 190,00
H-2-18 12,00 40,00 100,00 230,00 170,00
H-2-19 8,80 56,00 121,00 174,00 212,00
H-2-20 15,00 56,00 80,00 220,00 180,00
H-3-1 23,28 51,00 146,00 108,00 219,00
H-3-2 44,67 40,00 176,00 129,00 242,00
H-3-3 69,12 51,00 152,00 356,00 274,00
H-3-4 34,90 43,00 97,00 321,00 204,00
H-3-5 7,10 33,00 138,00 119,00 195,00
H-3-6 13,40 64,00 144,00 76,00 223,00
H-3-7 17,80 40,00 172,00 132,00 238,00
H-3-8 8,69 60,00 126,00 189,00 224,00
H-3-9 6,90 30,00 155,00 110,00 200,00
H-3-10 18,80 62,00 102,00 106,00 185,00
H-3-11 28,20 48,00 155,00 155,00 234,00
H-3-12 11,07 68,00 140,00 104,00 229,00
H-3-13 6,50 40,00 150,00 120,00 210,00
H-3-14 13,80 57,00 69,00 151,00 156,00
H-3-15 15,00 50,00 70,00 150,00 160,00
H-3-16 8,50 45,00 120,00 110,00 180,00
H-3-17 22,00 70,00 50,00 140,00 150,00
H-3-18 10,00 50,00 166,00 151,00 190,00
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EK-3.Real Time PCR ve ELISA Sonuclar

Tablo 5: Kontrol grubunun real-time PCR ve ELISA sonuglar1

Real Time PCR Ct degerleri

ELISA

SwraNo u6-1 u6-2 mi?p' St mig;s;l- m“;ﬁ“' m“;;fg“' FNDCS5 (pg/ml)
K1 2279 2234 3325 34,01 37,04 36,25 83,35
K2 2223 2225 3482 3347 33,96 3327 69,87
K3 2208 2197 3377 35,80 34,89 34,60 540,66
K4 2392 2360 3486 35,04 36,47 36,31 153,36
K5 2315 2244 3285 32,87 35,19 35,86 505,02
K6 2462 2423 3237 32,93 36,26 35,93 164,24
K7 2148 2201 3276 32,56 35,97 3533 237,89
K8 21,18 2129 3346 33,74 34,73 35,01 208,65
K9 2327 2322 3091 3041 33,05 33,57 239,24
K-10 2374 2421 3433 35,11 32,54 32,85 265,49
K11 2222 2267 32,57 33,51 34,83 3533 422,11
K12 2587 2570 3361 34,00 33,19 31,87 508,39
K13 2601 2603 3327 33,65 31,53 31,94 184,22
K-14 2398 2497 31,33 31,52 30,30 30,40 681,26
K15 2511 2520 32,60 33,16 2930 30,03 231,24
K16 2540 2567 3336 33,06 2921 2936 365,04
K17 2655 2534 3564 36,80 28,40 28,57 72,78
K18 2306 2299 32,10 33,06 30,16 29,75 131,71
K19 2576 2526 3223 32,74 28,08 28,07 359,34
K20 2673 2687 34,94 35,38 34,11 34,76 354,58
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Tablo 6: Hasta grubunun real-time PCR ve ELISA sonuglari

Real Time PCR Ct degerleri

ELISA

SwraNo u6-1 u6-2 mi?p' St mi?l;_szll' m“;ﬁ“' m“;;f_g“' FNDCS5 (pg/ml)
H1-2 2128 21,69 26,51 26,74 30,58 31,66 164,77
H-1-3 2037 2055 26,79 27,19 31,40 32,38 37,04
H-1-4

H1-5 2828 2930 30,07 29,38 3343 34,05 152,45
H1-6 2665 2698 36,92 36,35 32,02 31,64 281,55
H1-7 2740 2682 32,56 3327 33,79 3333 501,88
H-1-8 2619 2640 3240 33,06 32,14 32,83 654,37
H1-9 2441 2464 3227 33,17 32,13 32,39 768,35
H1-10 2608 2627 3244 31,74 28,70 28,71 477,08
H-1-11 2726 2751 3032 30,50 29,87 30,37 196,55
H-12 2820 27,77 32,07 32,68 34,75 33,38 310,11
H--13 2891 2921 3339 32,06 28,90 28,98 115,17
H--14 2642 2636 33,05 32,14 31,89 30,99 313,01
H-A-15 2751 2727 3537 3522 34,75 33,88 295,60
H--16 29,13 2936 3415 35,06 34,36 33,12 477,08
H-17 2578 2709 34,14 35,30 33,34 3445 296,53
H--18 2071 2867 33,64 35,10 3441 33,13 370,62
HA-19 2901 2841 3125 3033 33,99 32,98 425,38
H1-20 2569 2560 30,19 31,09 3121 32,19 147,46
H121 2665 2602 3489 35,58 32,56 32,38 235,38
H2-1 2334 2352 3421 35,17 33,97 33,62 154,17
H22 2506 2573 3597 3522 3434 34,10 158,48
H23 2236 2300 3332 34,26 3333 33,60 414,64
H24 2291 2309 33,56 32,93 33,00 32,36 311,72
H2-5 2390 2426 31,24 30,20 32,55 32,74 287,30
H2-6 2648 27,68 3402 33,39 32,62 31,03 215,38
H27 2615 2636 33,69 33,06 27,29 27,11 453,57
H2-8 2504 2643 3327 32,82 33,17 34,24 265,78
H2-9 2608 2657 34,17 33,36 32,04 33,04 267,81
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Tablo 6 (Devam)

Real Time PCR Ct degerleri

ELISA

SwraNo u6-1 u6-2 mi?p' St mi?l;_szll' m“;ﬁ“' m“;;f_g“' FNDCS5 (pg/ml)
H2-10 2573 2671 3174 31,98 28,87 2881 171,53
H2-11 2446 2534 3131 32,02 32,09 32,54 69,06
H2-12 27,15 2704 29,50 29,60 32,07 3222 185,02
H2-13 2614 2726 3510 35,00 32,97 32,85 237,39
H2-14 27,73 2868 3516 36,12 3333 34,04 701,82
H2-15 2701 2744 3L12 30,99 34,03 3375 404,37
H2-16 2879 2817 31,06 30,07 31,97 32,77 165,94
H2-17 2539 2631 3042 30,62 32,76 33,62 12420
H2-18 2624 2586 33,99 34,50 32,64 32,67 200,73
H2-19 28,13 27,59 27,65 28,12 36,24 34,90 448,59
H220 2651 2612 3443 34,48 32,48 32,71 390,14
H3-1 21,12 2240 3326 33,57 33,16 3347 326,75
H32 2549 2559 29,87 29,29 3437 32,52 22,50
H3-3 2529 2545 3320 32,16 34,70 33,49 241,00
H3-4 2573 2654 31,29 32,15 3131 30,57 260,61
H3-5 2922 2881 3591 36,32 32,61 33,55 518,38
H3-6 27,98 2802 31,00 30,50 34,16 34,8 473,64
H37 2856 2922 3576 34,07 33,76 33,00 370,98
H38 2724 2848 30,96 30,02 32,54 32,44 321,80
H3-9 2858 2923 36,18 36,30 32,60 32,18 301,22
H3-10 2725 2688 3322 30,78 32,61 32,29 1006,67
H3-11 2765 2703 3227 29,97 33,11 3335 561,68
H3-12 2560 2605 3476 35,19 3421 34,69 313,01
HA3-13 2011 2917 3327 34,76 3333 34,06 92,40
H3-14 2981 2861 36,08 35,14 36,25 36,74 227,17
H3-15 2839 2795 2940 28,69 33,00 33,49 311,56
H3-16 2602 2501 2925 29,87 35,03 35,01 252,28
H3-17 2748 2810 36,89 35,96 34,39 34,50 245,36
H3-18 2835 2824 3183 3121 33,93 33,85 328,25
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EK-4.Etik Kurullar
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Okmeydani  Egitim ve Aragtirma
hli toplantisinda incelenmis olup,
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EK-5.Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu Ornegi

h."ersi;rnn:ﬂ*l
Tarih:09.04.2013

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Sayin Gonalia,

“Prostat kanseri tanisinda miRMNA gyverekspresyonunun kan, doku wve idrarda
karsilastinimas’” adh arasbrmamizda, size sozli olarak sorular sorulacakbr ilk
polumde yagimiz, boyunuz, kilonuz ile igili sorular sorulacak olup size dair bilgiler
mahremiyetinizi  korumak adina kimliginizin  anlasilamayacag bir  forma
kaydedilecekfir. Ardindan prostatiniz muayene edilecektir. Prostat muayenesi sonrasi
tarafimizca size verilecek olan idrar numune kabina idranmzi yvapmaniz istenecektir.
Ardindan calisma kapsaminda kolunuzdan 3 cc kan alinacakiir. Uygulanacak prostat
biyopsisi islemi sirasinda standart biyopsi parcalanmin yaminda 1 mm'lik prostat
dokusu ahnacakbr. Vermis oldugunuz kan, idrar ve doku @rneklerinden prostat
kanseri tanisinda yardimec! olmasi planlanan mikro RNA dizeyler dlcilecektir. Bu
testler SBU Fizyoloji Anabilim Dali'nda cahgilacakbir. Arastirma kapsaminda herhangi
bir maddi yikimliliginiz oclmayacakhr. Arastirma kapsaminda sizden ek bir tetkik
(hastahginiz icin gerekli tetkikler dizinda) istenmeyecektir. Arastirma ile baglantil
olarak hastaliginizin tedavisi ile igili herhangi bir dedgisiklik yapimayacaktr.
Arastrmaya katlmayr kabul etmemeniz ya da sonradan wvazgecmeniz halinde
tedavinizde herhangi bir dedisiklik ya da aksakhk olmayacaktr. Kigisel bilgileriniz (ad

soyad vs) hichir yerde yayinlanmayacakhir.

Arastirma ile ilgili herhangi bir serunuz oldugjunda Uroloji Kliniginden dokter Mehmet

zokhan Culha LIE___ numarah telefondan 24 saat badlant

kurabilirsiniz.

Yukanda aynntilan gecen calisma hakkinda yeterince bilgilendinldim. Calsmaya

katlmakla higbir maddi yikimlilige girmeyecegimi, mahremiyetimin kerunacagini,
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tedavi ya da takibimde olumsuz bir degisiklik olmayacagim ve bedenen bana zararl
olabilecek herhangi bir uygulamaya maruz kalmayacagim bilivorum. “Prostat kanseri

tanizinda miRMNA gyerexpreswoounun kan, doku ve idrarda karsidastinimas:© adh
aragtirmaya kendi nzamla gonilld olarak katilmayi kabul ediyorum.
Gondllinan Adi Soyadi Imza Tarih

Arastirmacimn Adi Soyad) Imza Tarih
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