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OZET

Epigenomun 6nemli bir bileseni olan mikroRNA'lar (miR’ler), sinyal yoladindaki hedef
genlerin transkriptom dizeyinde ifadelenmesini modile ederek kanser gelisiminde etkin rol
oynarlar. Bu tez calismasinda ilk olarak prostat kanserinde (PCa) yeni miRNA sinifi olan epi-
miRNA'larin ekspresyon seviyesi klinikopatolojik (Gleason Skoru, PSA seviyeleri, TNM
Evreleme) evrelere gore kantitatif real time PCR metodu ile arastinimistir. Daha sonra
ekspresyon seviyeleri dnemli dlgtide yiksek bulunan 11 epi-miRNA'nin promoter metilasyon
seviyeleri metilasyon spesifik kantitatif real time PCR metodu ile incelenmigtir. Elde edilen
sonuglara gére, miRNA'larin promoter bélgelerinde, PSA seviyeleri (miR-34b / ¢, miR-148a,
miR-152), GS'ler (miR-34a-5p, miR-34b/c, miR-101-2, miR-126, miR-148a, miR- 152, miR-
185-5p) ve T evreleme (miR-34a-5p, miR-34b/c, miR-101-2, miR-126, miR-140, miR-148a,
miR-152, miR-185-5p) ile dogru orantilh artis gésteren hipometilasyon bulunmustur. miR-
200a/b klinikopatolojik parametrelere gore degerlendirildiginde, lokal/lokal ileri PCa'da onko-
miR, metastatik agsamada timor baskilayici miR olarak gbrev yapmaktadir. Bir sonraki
asamada PCa’da up-regule oldugunu buldugumuz miR-34b, miR-34c, miR-148a, miR-152,
miR-200a, miR-200b epi-miRNA’lar (miR-200a ve b metastatik evrede down-reglle olarak
tanimlanmistir) ile onlarin hedef genleri olan DNA Metiltransferaz (DNMT1, 3a, 3b), PTEN ve
NKX3.1’in “epi-miRNA-mRNA” dizenleyici agi arastiriimistir. Elde edilen sonuglarda miR-
148a, miR-152 ve miR-200b’nin DNMT1’in ifadelenmesini arttirip, PTEN genini baskiladigi
gosterilmistir. PCa’nin metastatik yonetiminde epi-miRNA-mRNA c¢ift yonllu geri beslenme
donglstne ve anti-kanser terapdtiklerinde metilasyon orintisine dikkat ¢ceken bu tez
calismasi, PCa'da tanisal ve prognostik biyobelirtegler olarak miRNA'larin ve metilasyon
surecinin ve bu suregte yer alan genlerin mRNA ve miRNA ifade profillerinin butinlestirici
analizine de dikkat cekmesi agisindan yeni, 6nct ve énemli bir tez calismasidir.
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ABSTRACT

MicroRNAs (miRs) take part in modulating the expression of target genes in the signal pathway on
transcriptome level in carcinogenesis. In this thesis firstly, the expression level of epi-miRNAs, which
be a new miRNA class and evaluating as clinicopathologically in prostate cancer (PCa) were
investigated by quantitative real-time PCR method. Then, promoter methylation levels of 11 epi-
miRNAs, whose expression levels were found to be significantly higher, were examined by
methylation-specific quantitative real-time PCR method. According to the results, hypomethylation was
found in the promoter regions of miRNAs that showed a direct proportional increase with PSA levels
(miR-34b/c, miR-148a, miR-152), GS's (miR-34a-5p, miR-34b/c, miR-101-2, miR-126, miR-148a, miR-
152, miR-185-5p) and T staging (miR-34a-5p, miR-34b/c, miR-101-2, miR-126, miR-140, miR-148a,
miR-152, miR-185-5p). When miR-200a/b was evaluated according to clinicopathological parameters,
it acted as an onco-miR in local/local advanced PCa and as a tumor-suppressor-miR in the metastatic
stage. In the next stage, the “epi-miRNA-mRNA” regulatory network was investigated between miR-
34b, miR-34c, miR-148a, miR-152, miR200a, miR-200b epi-miRNAs that was found up-regulated
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“epi-miRNA-mRNA” bidirectional feedback loop and highlighted the methylation pattern in PCa anti-
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analysis of the MRNA-miRNA expression profiles of miRNAs, methylation process and genes involved
in this process as diagnostic and prognostic biomarkers in PCa.
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1. GIRIS

Prostat kanseri (PCa) erkeklerde en sik gorulen kanserler arasindadir ve genetik ve
epigenetik faktorleri de iceren multifaktoriyel bir hastalik olarak tanimlanir. Prostat
spesifik antijen (PSA) degerinin 6lgimu ve rektal muayene, PCa’nin belirlenmesinin
temel agsamasidir. PSA prostata 6zgudur, ancak PCa’ya 6zgu dedildir ve prostat ile
ilgili diger hastaliklarda da artis gosterebilir.

Epigenetik, nukleotid dizisinde degisiklik olmaksizin gen ifadesindeki degisiklikler
olarak tanimlanmaktadir. Kanser ile iligkili genlerin aktivasyonu ya da inaktivasyonu,
epigenetik mekanizmalar tarafindan duzenlenebilir. DNA metilasyonu, kovalent
histon modifikasyonu, histon varyantlari gibi kovalent olmayan mekanizmalar ile
nukleozom yeniden modelleme ve kiuguk kodlamayan RNA'lari (miRNA) iceren
epigenetik mekanizmalar, gen ifadesinin duzenlenmesi ve diger hucresel faaliyetler
icin onemli rol Ustlenmektedir. Kanserin tespiti, tedavinin takibi ve yuksek risk
taramasinda yer alan epigenetik belirleyiciler tanimlanmis ve epigenetik tedavi,

kanser 6nleme igin umut veren bir strateji olusturmustur.

miRNA'lar gen ifadesinin duzenleyicileri olarak post-transkripsiyonel asamada iglev
goren, 21-24 nukleotid uzunlugunda, kodlayici olmayan (ncRNA) RNA'lardir. Hedef
mMRNA ile komplementerlik sonucuna gére, mMRNA pargalanmakta ya da translasyon
durdurulmaktadir. miRNA ifadelenmesindeki bozulma pek ¢ok kanserde

tanimlanmistir.

miRNA'lar, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari gibi diger epigenetik
mekanizmalari da post-transkripsiyonel seviyede diuzenleyebilmektedir. miRNA ve
metilasyon mekanizmalari arasindaki epigenetik etkilesimlerin aydinlatiimasi, yeni
prognostik belirteglerin ve biyolojik verilerin bulunabilmesine yardimci olabilecektir.
Bu epigenetik etkilesimler, tek basina miRNA veya metilasyon ile degil hem
metilasyon hem de miRNA verileri entegre edilerek tespit edilebilen yeni prognostik
belirtecler olabilir. Epi-miRNA’lar, bu epigenetik mekanizmada yer alan enzimleri
baskilayan yeni bir miRNA sinifi olarak tanimlanmaktadir. ilk epi-miRNA, akciger
kanserinde gosterilen epi-miR-29 olmustur. Buna ragmen bu duzenleyici epigenetik
dongulerde yer alan deneysel olarak dogrulanmis epi-miR'lerin sayisi halen ¢ok
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azdir.

DNA metilasyonu epigenetik bir sirecdir. Okaryotik genomlarda metilasyon
isaretlerinin gogu 5mC olarak ve genellikle CpG dinukleotidlerinde bulunur. DNA’nIn
metilasyonunu gerceklegtiren enzimler DNA metiltransferaz (DNMT) enzimleridir ve
metil vericisi olarak S-adenozil metionin’i kullanmaktadirlar. Memelilerde DNMT1,
DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ve DNMT3L olmak Uzere 5 adet DNMT enzimi
gOsterilmisgtir.

Fosfat ve tensin homolog gen (PTEN) 10. kromozom uzerinde bulunan,
fosfoinozitol-3 kinaz (PI3K) yolunu regule ederek buyime ve hayatta kalmayi
duzenleyen bir tumor baskilayici olarak kesfedilmigtir. PTEN’in ¢ok islevli bir timor
baskilayici oldugu ve PCa hastalarinin yaklasik %70'inde PTEN ifade kaybi oldugu
bulunmustur. PTEN kaybi insan prostat kanserlerinde NKX3.1 ekspresyonunun
azalmasina neden olmaktadir. NKX3.1 geni 8. kromozom uzerinde bulunan bir
tumor baskilayici gendir. Sporadik prostat kanserinden sorumlu tumor supresor
genlerinin arasinda bu iki gen yer alir ve siklikla degigsime ugramaktadir.

Bu tez galismamizda lokall/ileri evre ve metastatik prostat kanserli hastalarda, her
ikisi de epigenetik mekanizma olan epi-miRNA ve DNA metilasyonunun epigenetik
etkilesiminin belirlenmesi, sonrasinda buldugumuz veriler 1s1§inda se¢tigimiz 6 adet
epi-miRNA (epi-miR-34b/c, 148a/152, 200a/b) ve hedef genleri olan DNMT1,
DNMT3a, DNMT3b, PTEN ve NKX3.1 genlerinin epigenetik etkilesimini saptamayi,
herbir genin miRNA-mRNA dizenleyici etkilegsim baglantilarini belirlemeyi, tanisal
ve prognostik dngorudeki yerini bulmak amaclanmistir. Literatur taramasi ile segilen
30 adet epi-miRNA'nin klinikopatolojik (Gleason Skoru, PSA seviyeleri, TNM
Evreleme) olarak ekspresyon seviyeleri real-time PCR yontemi ile arastiriimigtir.
Daha sonra ekspresyon seviyeleri onemli 6lgide yuksek bulunan 11 epi-miRNA'nin
promoter metilasyon seviyeleri metilasyon spesifik PCR yontemi ile incelenmistir.
Elde edilen sonuglara gore, miRNA'larin promoter bdlgelerinde, PSA seviyeleri
(miR-34b / ¢, miR-148a, miR-152), GS'ler (miR-34a-5p, miR-34b/c, miR-101-2, miR-
126, miR-148a, miR- 152, miR-185-5p) ve T evreleme (miR-34a-5p, miR-34b/c,
miR-101-2, miR-126, miR-140, miR-148a, miR-152, miR-185-5p) ile dogru orantil
artis gosteren  hipometilasyon  bulunmustur. miR-200a/b  klinikopatolojik
parametrelere gore degerlendirildiginde, lokal/lokal ileri PCa'da onko-miR,
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metastatik asamada tumor baskilayici miR olarak gorev yapmaktadir. Sonraki
asamada regulasyonunda artis tespit ettigimiz miR-34b, miR-34c, miR-148a, miR-
152, miR-200a, miR-200b epi-miRNA’lar (miR-200a ve b metastatik evrede down-
regule olarak tanimlanmistir) ile hedef genleri DNA Metiltransferazlar (DNMT1, 3a,
3b), PTEN ve NKX3.1’genlerinin “epi-miRNA-mRNA” duzenleyici agindaki yeri
arastirnlmistir. Calisma sonucunda, miR-148a, miR-152 ve miR-200b’nin DNMT 1’in
ifadelenmesini arttirip, PTEN genini baskiladigi gosterimistir.

PCa'da aday miRNA biyomarker modellerinin degerlendirilebilmesi, klinikopatolojik
degiskenlerin de hesaba katilmasiyla birlikte, PCa’'nin tanisinda dogrulugu daha da
artiracaktir. Ayrica, epigenomik duzeyde miRNA ekspresyonunun galisiimasi, belirli
bir kanser turu icin en etkili tedavi yontemlerini degerlendirmemizi saglamakla
birlikte, daha sonra da kanserin uzun vadeli 6ngorisu ya da rekurensini
belirleyebilmeye izin verebilecektir. miR-34b/c, miR-148a, mir-152 ve miR-200a/b
epi-miRNA’lar1 ve onlarin hedef genleri olan DNMT’lar, PTEN ve NKX3.1’in prostat
kanseri gelisiminde, lokal ve metastatik evredeki prognostik etkilerini olarak
gosteren ilk epi-miR-epi hedef gen sinyal yolag: calismasidir. Ayrica, DNMT1-
PTEN’ ifadelenmelerini hedef alan miR-148a, miR-152, miR-200b’nin guglu ve ayirt
edici birer biomarker adayi ve Ozellikle ileri evre prostat kanserinde predikiif,
prognostik ve terapotik hedef olabilecegini gostermistir.

Bu tez galismasi sonucunda elde edilen veriler, PCa’nin metastatik yonetiminde epi-
miRNA-mRNA cift yonlu geri beslenme dongusune ve anti-kanser terapdétiklerinde
metilasyon oruntusune dikkat gekmistir. PCa'da tanisal ve prognostik biyobelirtecler
olarak miRNA'larin ve metilasyon surecinin ve bu surecte yer alan genlerin mRNA,
metilasyon ve miRNA ifade profillerinin butunlegtirici analizine dikkat gekmesi

acisindan yeni, 6ncu ve onemli bir tez calismasidir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, en basit tanimla hlcrelerin kontrolsiz gogalmasidir. Bolgesel olabilecegi
gibi, metastaz yaparak uzak organlara da taginabilmektedir. Kanser, 20. ylzyilin en
korkulan hastaliklarindan biri olmus ve 21. ylzyilda da hem sureklilik gostererek
hem de artan insidansla daha da korkutucu hale gelmistir [1]. Normal biyolojik
suregte normal hucresel fonksiyonlari kontrol eden genlerin etkileri desteklenirken,
bu etkileri baskilayan genlerin etkileri ise ortadan kaldirilir [2].

Kanser, hucresel DNA'daki bilgi akigi bozuldugunda ortaya ¢ikan ve anormal gen
ekspresyonuna yol agan genetik bir hastaliktir ve ¢gok asamali bir suregten olusur.
Son zamanlarda genetik degisikliklerin tek basina malignitenin baslamasini ve
yayillmasini tam olarak agiklamadigi kabul edilmekte ve karsinogenezin, genetik ve
epigenetik degisiklikleri iceren ¢ok agsamali bir sure¢ oldugu kabul edilmektedir [3].
Epigenetik olaylarin oynadigi onemli rol, kanser etiyolojisine dair yapilan son
calismalarda bize gosterilmistir [4]. Epigenetik degisiklikler, slirecin merkezi olarak
giderek daha fazla kabul gorsede, degisimin ana mekanizmasi mutasyonlarin
birikimidir [2].

Kanser hucrelerinde meydana gelen degisim, onkogen ve tumor baskilayici genler
dahil pek ¢ok gende duzensiz ekspresyon ile sonuglanan mutasyonlara sahip
olmakla kalmaz, ayni zamanda yuzlerce genin ekspresyonunda farkliliga yol agar.
Bu farkliliklar g6z 6nuine alinarak yapilan ve kanser hucrelerinde belirli tek veya gok
molekller hedeflere yonelik “hedef’ terapi yontemlkeri ile tedavi secenekleri
sunulmaktadir [1].

Anormal gen ekspresyonu, kanser hucrelerinde meydana gelen biyolojik sureglerde
temel degisikliklere neden olur ve bu kanserin ayirt edici Ozellikleri olarak
adlandirihr. [2, 5]. 2000 yihnda Hanahan ve Weinberg, kanserin malign
davraniglarini buyuk Ol¢ude agiklayan alti temel degisikligi (buyume faktorundeki
bagdimsizlik, buylme baskilayicilardan kag¢inma, hucre oluminden kaginma,

anjiyogenez, replikatif potansiyeli surdurme, invazyon/metastaz) tanimlamiglar,



2011'de de dort yeni ozellik (enerji metabolizmasini yeniden programlama, immin
baskilayicilardan kagma, genomik dengesizlik, tumor baslatici inflamasyon)
ekleyerek guncellemiglerdir (Sekil 2.1) [2, 5, 6].

Birgok ilag sinifi kanserin hedeflenen o6zellikleriyle baglantih bulunmus fakat
bircogunun yalnizca sinirli bir sure i¢in veya sinirli ortamlar iginde etkili oldugu

gOsterilmigtir [5, 7].

EGFR Sklin-Bagiml
Inhibitorien Kinaz Inhibitoreri

sogaima blyume
— sinyalinin  paskalayodarindan
Aerobik Glikoliz sUrdiridmesi Immin aktive edici

Inhibitérleri Anti-CTLA4-mAB

hiicresel SR 3
PR Telom
g Takit) " — e Olimadi0§an Inhibitorier
’ direng R : etkinlegtirilmesi

PARP Inhibitérlori

olugumunun metastazin inflamatuar llagiar
tetiklenmesi aktivasyonu

VEGF Sinyal HGF/c-Met
Inhibitorien Inhixtéetert

Sekil 2. 1. Kanser hucrelerinin on temel 6zelligi [5]

2.2. Prostat Anatomisi

Prostat bezi, kestane boyutunda olan ve mesanenin hemen altinda, rektumun
onunde yer alan bir salgi bezidir. Yalnizca erkeklerde bulunur. Goérevi, bosaltim
esnasinda idrar torbasindan idrari tasimak ve ejakulasyon esnasinda spermin
iletimini saglamaktir. Ayrica spermleri besleyen ve onlari koruyan 6zel bir protein
salgilar. PSA, prostat epitel hucrelerinin Urettigi bir proteindir ve kanda dusuk
duzeyde bulunur. PCa’nde PSA’nin seviyesi genelde artmaktadir.



2.3. Prostat Kanseri

Tumér hiicrelerinin hepsi kanser olarak ilerlemez. Iyi huylu tiimérler viicudun diger
bolgelerine yayihm yapmazlar [8]. lyi huylu prostat biiyiimesi [Benign prostat
hiperplazisi (BPH)] prostatin kétu huylu olmayan buyumesi olarak adlandirilir [9].
Erken evrede asemptomatik olabilir ve genellikle yavas seyreder [10]. Kota huylu
blyUme ise prostat kanseri (prostat malign hiperplazisi) olarak adlandirilir. Prostatin
malign hdcrelere donusumdu, prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) olarak baslayan,
ardindan lokal invazyonla birlikte lokalize prostat kanserine donusen ve sonrasinda
da, ileri prostat adenokarsinomu olarak devam eden ve metastatik prostat kanseriyle
sonuglanan ¢ok agsamal bir suregtir [11].

Bireylerdeki kalitsal yatkinlik, enflamasyon ve hlcre c¢ogalmasi PCa’nin ilk
basamag@ini olusturur. Daha sonra proliferatif inflamatuvar atrofi (PIA) ve atipik
kuguk asiner proliferasyon (ASAP) lezyonlarina sebep olan bu baglatici faktorler,
sonrasinda, tumor supresorlerin kaybi, onkogenlerin aktivasyonu ve hucredeki
normal sinyal ileti surecinin bozulmasi ile lokalize PCa’ya donusur. Bu lokal

invazyon, migrasyon ile birlikte metastatik PCa’ya neden olur [12].

PCa, dinyada erkekler arasinda en yaygin gorulen ikinci kanserdir [13] ve
Avrupa'da da son yirmi yilda hizla artan insidansi ile erkekler arasinda en sik
gorulen kanser olarak ortaya gikmistir [14].

Son zamanlarda kaydedilen ilerlemelere ragmen, BPH’ye uygulanan gereksiz
tedavi ve metastatik prostat kanserinin tedavisindeki yetersizlik nedeniyle, onemli
bir tibbi sorun olmaya devam etmektedir [11]. PCa, hem genetik hem de epigenetik
faktorleri igeren multifaktoriyel bir hastaliktir [15] ve oldukga farkli sonuglara neden
olan heterojen bir yapiya sahiptir. PSA degerinin Olgimu ve rektal muayene,
PCa’nin belirlenmesinin temel asamasidir [13]. PSA prostata 6zgudur, ancak
PCa’ya 6zgu degildir ve prostat ile ilgili diger hastaliklarda da (prostatit, iyi huylu
prostat hiperplazisi) dizeyi artabilmektedir [16]. Spesifitesindeki limitasyon, PSA ile
ilgili ana problemdir [17]. PSA duzeyinin, artan PCa’nin derecesi ve evresi ile
dogrudan bir iligkisi yoktur. Bu sebeple PCa’'nin klinik yonetiminde daha guvenilir

yeni prognostik ve diagnostik biyobelirteglere buyuk ihtiyag duyulmaktadir [18-20].
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2.4. Prostat Kanser Epidemiyolojisi

Diinya Saglik Orgiti (DSO)'niin 2020 raporuna gére diinyada tiim yas ve cinsiyette
toplam 19 292 789 kanser teshisi koyulan vaka sayisi bildirilmigtir. Bu say1 prostat
kanserinde 1 414 259 vaka (%7,3) olarak agiklanmigtir. Turkiye de ise bu rakam
233 834 vaka iginde, prostat kanseri vaka sayisi 19 444 (%8,3) olarak yer almistir.
Olim oranlari diinyada 9 958 133 6liim iginde prostat kanseri 6lim orani %3,8 (375
304) olarak, Turkiye'de ise toplamda 125 788 6lum iginde prostat kanseri 6lum orani
%4,3 (5 464) olarak bildirilmigtir [21]. Bu veriler ile prostat kanseri dunyada erkekler

arasinda besinci, Turkiye'de dorduncu sirada 6lum nedeni olmustur.
2.5. Prostat Kanser Biyoloji ve Genetigi

Prostat kanseri oranlari irk, etnik koken ve cografyaya gore onemli dlgude degisiklik
gosterir. Bu degisiklikler, PCa’nin tarama ve tedavisine erisimdeki gesitlilik, prostat
kanseri risk faktorlerine maruziyetteki farklilik ve prostat karsinojenezinin altinda
yatan biyolojideki farkhliklar ile agiklanabilmektedir.

PCa, tum sik gorulen kanser turlerinin icinde en fazla kalitsal 6zellik gosteren ture
sahiptir [22]. Prostat kanseri olan bazi hastalarin, hastaliklarinin kalitsal bir temeli
oldugu kabul edilmektedir. Bu durum hem ailesel hem de kalitsal PCa tanimlarinin,
daha yaygin gorulen sporadik timdrlerden ayrilmasina yol agmistir. Bunun yani sira
PCa insidansi, etnik koken ve ¢evresel faktorlere gore de degisiklik gostermektedir
[23].

Prostat kanseri pek ¢ok nedeni icinde barindiran heterojen bir kanser turudur (Sekil
2.2). Bu heterojenlikte, hasta bazinda tumor heterojenitesi, ¢cok odakli hastalik yani
ayni hastanin ayni prostat dokusunda farkl timaorlerin bulunmasi, timor ici hicresel
heterojenite, mutasyonlar, gen fuzyonlarini iceren genomik heterojenite, hucre
populasyonlari arasindaki farklilik, epigenetik heterojenite ve tedaviye bagh
epigenetik degisim olasiligi akla gelmektedir [24]. Prostat kanserine neden olan Ug
ana kromozomal mutasyon tanimlanmistir. Bunlar; genetik yatkinlik genlerine sahip

olma, onkojen amplifikasyonunu igeren somatik mutasyon ve tumor baskilayici



genlerin iglev kaybina neden olan somatik mutasyonlar olarak tanimlanmistir [25].

Prostat kanserine katki saglayan molekuler yolaklarin gogu PCa’nin basglamasi,
ilerlemesi ve invazyonuna katki saglayan sporadik bir suregtir ve timor supresor ve
onkogenler, bu surecin ortaya ¢gikmasinda ve androjenden bagimsiz fenotiplerin

olusumunda 6nemli rol oynamaktadir [12].

Prostat Kanseri Risk Faktorleri

|
| | | |
Biyolojik Genetik Temel Epigenetik Genomik Instabilite
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¢ Ik Hipometilasyon Aberasyonlar
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*  Androjen
Reseptoni

*  Strerond
Hormonlan

*  Biytime Faktorlen

*  Beslenme

+  Noropeptidler

* (evre

Genomik Imprinting
Histon
Modifikasyonlan
RNA Interferazlar
(IRNA, miIRNA)

* Heterozigosite Kayh

*  Tek Niukleotid
Polimorfizmlen (SNP)

*  Mutasyonlar

*  Gen Fhzyonlan

*  Onkogenmk Aktivasyon

¢ Tumor Supresdr
genlennin baskilanmasi

*  Gen Regiilatorler

*  RNA Interferazlar
(s1IRNA, miRNA)

Sekil 2. 2. Prostat kanseri risk faktorleri [12]

2.6. Epigenetik

Tumorojenez genetik ve epigenetik degisiklikleri icinde barindiran bir suregtir.
Genetik degisiklikler, genomik DNA baz dizisinde meydana gelen degisiklikler olarak
tanimlanirken, epigenetik degisikler ise, genomik DNA baz dizisinde degisiklik
olusturmaz. Geri donusumlu oluslari ve DNA'nin baz dizisinde bir degisime neden
olmamalar ile genetik degisikliklerden ayriir (Sekil 2.3) [26]. Epigenetik
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degisiklikler, genetik degisikliklerden once, genellikle neoplastik donemin erken

asamasinda olusur [27].

Epigenetik terimini ilk kullanan bilim insani, Conrad Waddington olmustur [28].
Conrad, epigenetigi “Genler ve urunlerinin karsilikli etkilesimlerini inceleyen ve

fenotip olusumunu saglayan biyolojinin bir dal” olarak tanimlamistir [26, 29].

L Nokta Mutasyon
‘,/ Genetik \1 . SNP
'\\de§i§iklik / - Delesyon, Amplifikasvon

Karsinogenez
. —— . MikroRNA
‘/// Epigenetik \\\, - DNA Metilasyonu
l\ degisiklik //'I * Histon Modifikasyonlari

Sekil 2. 3. Tumorogenezde genetik ve epigenetik [26]

Bu terim, DNA dizisini degistirmeden gen aktivitesini degistirebilen ve bunu yeni
hlcrelere aktarabilen bir sure¢ olarak gelismistir. Epigenetik suregte pek ¢ok faktor
rol oynar [30, 31]. Bu faktorler, en 6zet hali ile Sekil 2.4’de gosterilmigtir [32].
Epigenetik modifikasyonlarin baglatiimasi ve devam ettirilmesi i¢in, DNA
metilasyonu, RNA iligkili susturma ve histon modifikasyonlari olmak tzere temel
olarak ug¢ sistem kullanilir. Transkripsiyonel asamada, histon modifikasyonlari ve
DNA metilasyonu, post-transkripsiyonel asamada ise ncRNA’lar rol oynar [33, 34].
Gunumuzde, epigenetik mekanizmada yer alan DNA ve histon proteinlerinin,
kovalent olan ve kovalent olmayan modifikasyonlarini iceren ve bu
modifikasyonlarin da genel kromatin yapisini etkiledigi mekanizmalari agiklayan pek
¢ok calisma vardir [29]. Bu U¢ epigenetik mekanizma, genleri "kapatabilir" ve
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"acabilir" ozelliktedir. DNA ve histon modifikasyonlarini iceren araci mekanizmalar

yazicilar, siliciler ve okuyucular olmak Uzere Ug¢ ana gruba ayriimaktadir [34].

[ EPIGENETIK MEKANiZMALAR ]
DNA metilasyonu Histon modifikasyonlari miRNA
Hipermetilasyon| Hipometilasyon Tumor | oncomir

\Meﬁlasyon Asetilasyon siipresér

Timér stipresor inaktivasyonu ~ Onkogen aktivasyonu

Sekil 2. 4. Epigenetik mekanizmalar [32]

2.6.1. Histon modifikasyonlari

Okaryotik hiicrelerde gekirdek igerisindeki bulunan DNA, histon ve histon olmayan
proteinler tarafindan olusan ve kromatin adi verilen yogunlastirilmis yapi seklinde
duzenlenir. Kromatin 2 farkli formda bulunur; gevsek yapilanan 6kromatin ve daha
siki halde bulunan heterokromatin [35]. Histonlar, H1, H2A, H2B, H3 ve H4 olmak
Uzere bes siniftir ve kromatinin birincil protein bilesenlerini olugturmaktadir. H1
baglayici histon, digerler temel histonlardir. NUkleozomlar doért ¢ekirdek histonun
(H3, H4, H2A, H2B) bir oktamerinden olusur ve kromatin yapinin ana birimidirler. Bu
birim etrafina 147 b¢ DNA'yi1 sarar. Baglayici H1 histon ve histon olmayan kromatin
proteinleri gibi diger faktorlerin eklenmesi ile birlikte DNA’y1 yaklagik 200 bg¢
bolebilmektedirler [36-38]. Baglayici histonlarin N ve C terminal kuyruklari dizensiz
olarak bulunur. Bu kuyruk kisimlari ¢ok sayida lizin ve serin aminoasitinden
olusmaktadir [38]. N-terminal kuyruk kisimlarinda post-translasyonel kovalent
eklemeler ile meydana gelen, metilasyon, asetilasyon, fosforilasyon, ubikutinasyon,

sumolasyon, ADP ribozilasyon, deiminasyon, prolin izomerizasyonu ve yeni
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tanimlanan propiyonilasyon gibi farkli histon modifikasyon turt bulunmaktadir [35,
36]. Histon degigiklikleri genellikle histon proteinlerinin elektrostatik yukunu
degistirerek etki eder. Nukleozom yapisi Sekil 2.5°de gosterilmigtir [35].

Sekil 2. 5. Nukleozomun sematik gosterimi [35]

2.6.2. DNA metilasyonu

Okaryotik genomlarda metilasyon isaretlerinin gogu 5mC olarak ve genellikle CpG
dinukleotidlerinde bulunur [39]. DNA metilasyon surecine DNA metiltransferaz adi
verilen enzimler (DNMT) aracilik eder [40]. insan genomu bes adet DNMT kodlar.
Bunlar, DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ve DNMT3L’den olugur. DNMT1,
DNMT3A ve DNMT3B, genomik DNA'ya metilasyon isaretlerinin eklenmesini
katalize eden kanonik C5 DNMT'lerdir. DNMT2 ve DNMT3L ise, katalitik DNMT
aktivitesine sahip olmadiklari i¢in kanonik olmayan aile tyeleridir. Bununla birlikte,
her iki protein de kanonik DNMT enzimleriyle agik dizi korumasina sahiptir ve orijinal
DNMT genlerinin evrimsel adaptasyonlarini temsil eder [39]. Genomik metilasyon
oruntusu DNMT1, DNMT3a, DNMT3b ile olugturulur. Anormal DNA metilasyon
oruntusu ki bunlar hipermetilasyon veya hipometilasyon olarak bilinir, tumor

olusumunda kritik rol oynamaktadir [41]. DNMT genlerinde meydana gelen
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anormallikler genellikle tumor baskilayici gen hipermetilasyonu, onkogen
hipometilasyonu ve genomik instabilite gibi timarle iligkili genleri etkilemektedir. Bu
genel olarak maligniteyi artiran, prognozu koétulestiren ve tedavide karsilasilan
zorlugu daha da artiran bir durum ortaya c¢ikarir. DNMT genlerinin tumorler
uzerindeki etkisi ve DNMT'lari hedefleyen terapoétik yaklagimlar halen tartisma
konusudur [42]. DNMT inhibisyonu ile, tumor baskilayici genlerin artan ekspresyonu
tumor olusumunda azalmaya sebep olmus ve boylece DNMT'larin kanser Onleyici
hedefler olarak kullanilabilir olma potansiyelini akla getirmigtir. Dahasi, tumor
olusumunda anormal DNMT'larin molekuler rollerinin anlasiimasi ile yeni ilaglarin
klinik olarak arastirmasi ve geligtiriimesi igin teorik temeller atilmistir [42]. DNA
metilasyonundaki anormal sure¢ Sekil 2.6’de gosterilmistir [43].

/ / \
Hipermetilasyon Hipometilasyon

/ /\

| Onkogen Genom Gapinda
| Tam@r Baslalaytc: Gen , ) _78 DNA Metilasyonu |

| l 1 |

Susturma Aktivasyon  Kromozomal Hiicre

\ l ‘/KaraS'zllk Farklilasmasi
.

Sekil 2. 6. Kanser olusumuna katki saglayan anormal DNA metilasyonu [43]

2.6.3. miRNA'’lar ve epi-miRNA kesfi

miRNA'lar gen ifadesinin duzenleyicileri olarak post-transkripsiyonel asamada iglev
goren, yaklasik 21-24 nukleotid uzunlugunda, ncRNA'lardir [19, 44]. Link-4 olarak
1993 yilinda birbirinden bagimsiz iki ¢calisma ile Caenorhabditis Elegans’da ilk
kesfedilen miRNA, molekuler biyoloji alaninda bir devrim yaratmigtir [45-48]. miRNA
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biyogenezi, miRNA geninden, ¢ekirdekte pri-miRNA transkripti olarak baglatilir. pri-
mMiRNA, mikro prekursor komplex adi verilen RNAaz Il enzimi Drosha ve kofaktoru
DiGeorge kritik sendrom bolgesi 8 (DGCR8)’den (Pasha) olugsan komplex tarafindan
yaklasik (yaklasik 65-75 nukleotid) kesilir ve prekirsor miRNA (pre-miRNA)
meydana gelir. Pre-miRNA nukleustan nukleostoplazmik transporter Exportin-5 ile
(Exportin5, RanGTP'ye bagli sekilde) sitoplazmaya tasinir. Bir diger RNAaz Il
enzimi olan Dicer tarafindan daha kugik (yaklagsik 22-24 nukleotid) dubleks
miRNA’ya kesilir. Dublex miRNA gevser ve olgun miRNA'y1 olugturmak igin RNA ile
tetiklenmis susturma kompleksi (RISC) iginde toplanir [48, 49]. RiSC kompleksi
icerisinde yer alan bir RNAz olan argonaute etkisi ile 5’ ucu daha kararli olan kilavuz
zincir segilir. Daha sonra miRNA’lar, hedef mRNA’'ya baglanarak, mRNA ile
komplementerlik sonucuna gore, mRNA pargalanir ya da translasyon durdurulur
[19]. miRNA’larin biyogenezi, Sekil 2.7°de gosterilmistir [50].

)

2o (T
mIRNA dupleksi
Sitoplazma
RISC yiiklenme
'7 -» RISC * RISC
Tam eglesme @ ' Tam olmayan eslesme

\ mRNA hedef stlml ‘I’nnslosyon baskilanmas: /

Sekil 2. 7. miRNA biyogenezi [50]
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miRNA ifadelenmesindeki bozulma pek c¢ok kanserde tanimlanmistir [51].
Epigenetik mekanizma igcerisinde yer alan miRNA'larin roll, kanser
arastirmalarindaki en ilging yenilikler arasindadir [41]. miRNA'lar, DNA metilasyonu
ve histon modifikasyonlari gibi diger epigenetik mekanizmalari da post-
transkripsiyonel seviyede duzenleyebilmektedir [52]. Ayrica, miRNA'lar hedef disi
etkileri azaltma ve kanser icin geleneksel, hedefli veya bagisiklik temelli tedavileri
tamamlama potansiyeline de sahiptir. miRNA'lar, klinik uygulamalarindaki birgok
zorluga ragmen, hesaplamali modeller ve biyoteknolojinin ilerlemesiyle miRNA
terapdtiklerinin gelistiriimesinde, gesitlendiriimesinde ve bdylece kansere karsi ek

tedaviler sunma potansiyeline de sahip olmustur [53].

Epigenetik etkilesimler hem metilasyon hem de miRNA verileri entegre edilerek
tespit edilebilen yeni prognostik biyobelirtecler adaylaridir [54, 55]. miRNA ve DNA
metilasyonu arasindaki epigenetik etkilesimler Sekil 2. 8’ de gosterilmistir.
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- e

!

DNA Metilasyorj

Degisimi

Sekil 2. 8. miRNA ve DNA metilasyonu arasindaki epigenetik etkilegimler [43]
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Epi-miRNA’lar, bu epigenetik mekanizmada yer alan enzimleri baskilayan yeni bir
miRNA sinifi olarak tanimlanmaktadir [55]. Bu miRNA'lar, DNMT'lar ve histon
deasetilazlar (HDAC'lar) gibi epigenetik mekanizmanin anahtar aracilari olan
enzimleri dogrudan module edebilmektedir [56]. Epi-miR 29, akciger kanserinde
gosterilen ilk epi-miRNA’dir [55, 57, 58]. Ancak, bu duzenleyici epigenetik

dongulerde yer alan deneysel olarak dogrulanmis epi-miR'lerin sayisi oldukga azdir

[59]. Epigenetik degistiriciler ve epi-miRNA’lar Sekil 2. 9’ da 6zetlenmistir [43].
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Sekil 2. 9. Epigenetik degistiriciler ve farkli miRNA tirleri arasindaki diizenleyici

yorunge [55]




3. GEREG VE YONTEM

3.1. Geregler
3.1.1. Kullanilan cihazlar

. Vorteks (Stuart scientific)

J Mikrodalga firin (Arcgelik)

. Mikropipet 10 uL (Gilson)

. Mikropipet 100 pL (Gilson)

. Mikropipet 200 L (Gilson)

. Mikropipet 1000 L (Gilson)

. Derin dondurucu (-20) (Dairei)

. Derin dondurucu (-86) (Sanyo)

. Buzdolabi (+4) (Sanyo)

J Sogutmali santriftj (Hettich Rotina 380)

. Santriftj (Heraeus Biofuge 15)

J Spin vorteks (Biosan FV2400)

J Spektrofotometre (Berthold colibri LB 915)
. Spektrofotometre (Qubit, Thermo)

J Laminar kabin (Bioair, SAfeflow 0.9)

. PCR cihazi (Qiagen Rotor Gene Q)

. Applied Biosystems 7500 Fast PCR cihazi
. PCR cihazi (Applied Biosystems Geneamp 9700)

3.1.2. Kullanilan sarf malzemeler

o 1,5 mL Mikrosantriftj Tupu
o 10 pL Filtreli pipet ucu

o 100 pL Filtreli pipet ucu

o 200 pL Filtreli pipet ucu

o 1000 pL Filtreli pipet ucu

. 0,5 mL PCR tipu

17
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3 0,1 mL PCR tipu

o Spor

. DNA saklama kutusu
. RNA saklama kutusu
. Pudrasiz latex eldiven

. GRS 96 kuyulu PCR plate
o PCR tlpu sporu

3.1.3. Kullanilan kitler

o GeneAll Hybrid-R 100p miRNA izolasyon Kkiti

J WizScript cDNA Sentez Kiti (High Capacity)

J GeneAll SYBR GREEN Master Mix

J EZ DNA Metilasyon-Gold Kit

J GeneAll Blood-SV DNA izolasyon Kiti

. Ampligon 2x AmpMaster Hs-Taq

. Qiagen miRNeasy Serum/Plasma Kit ve qgiAzol
J Qiagen QuantiTect Reverse Transcription Kit

. Bioline SensiFAST SYBR No-ROX Kit

3.2. Yontemler
3.2.1. Periferal kan orneklerinin toplanmasi

Calismamiza, Gazi Universitesi Tip Fakultesi Etik Kurulu (G.U.E.T-686) onayi ile
topladigimiz 25 kontrol, 25 prostat kanserli (PCa) ve 40 metastatik prostat kanserli
(Met-PCa) hastalardan alinan kan ornekleri dahil edilmigtir. Calismaya dahil edilen
tam kan o6rnekleri Gazi Universitesi ve Hacettepe Universitesi Hastanesi Uroloji
Klinikleri'ne bagvuran hastalardan saglanmistir. Tum hastalardan aydinlatiimis
onam alinmigtir. Hastalarin yas araliklari PCa igin 54-70, metastatik olgular i¢in 40-
85 ve kontrol grubu igin 41-59'dur. Bu g¢alismadaki dahil olma kriterleri, tam kan
ornekleri alinan hastalarin herhangi bir terapi almamig olmalari ve cerrahi

operasyon gecirmemis olmalaridir. Calismaya dahil edilen hastalarin klinikopatolojik
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Ozellikleri Cizelge 3.1."de gosterilmistir. Bir hastanin kan 6rnegi ¢alismadigi igin

verilere dahil edilmemistir.

Cizelge 3.1. Hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri

PCa Met-PCa

Tani aldigindaki ilk PSA Diizeyi (ng Hasta Sayisi

mL")
<10 19 -
210 6 -
>20 - 30
<20 9

Gleason Skor (GS)
6 10 -
7 11 -
8 3 11
9 - 16
10 1 12
TNM Evreleme

T2/NO/MO 15 -
T3/NO/MO 10 -
T3/NO/1MA1 10
T3/4/NO/1M1 - 24
T4/NO/1MA1 - 5

3.2.2. Kandan serum/plazma elde edilmesi

1. Kan alindiktan sonra maksimum 2 saat igerisinde iglemler tamamlandi.
2. Kan dornegi alindiktan sonra en az 8-10 kez yavasca alt-ust edilerek karistirildi.

3. Tupler santrifij edilmeden once beklemis ve kan hacreleri ¢Ookmeye
baglamigsa en az 15-20 kez yavasga alt-Ust edilerek karistirildi ve diger

adimlara gegildi.
4. Tupler 500 g'de 10 dakika santriftj edildi.

5.  Santrifyj islemi sonunda tupler sarsilmadan dikkatlice santrifujden ¢ikarildi ve
yavasca kapaklari agildi. En Ust kismindan 200 pl'lik pipetlerle (DNase, RNase
Free, filtreli pipet uclari kullanilarak) 4-5 kez pipetleme yaparak toplamda
1.000 pl olacak sekilde sterii (DNAse-RNAse free) mikrosantriflj tuplere
toplandi.

6. Tupler 2 000 g'de 5 dakika santrifuj edildi.



20

7.  Santrifuj sonrasi, yeni bir steril mikrosantrifuj tipune total hacmin %80'inene

yakin urun transfer edildi.

8. Bu sekilde ayrilan kan ornekleri (-20)°C ya da (-80)°C’lik derin dondurucuda
saklandi.

3.2.3. miRNA izolasyonu

Caligmamizda 30 adet epi-miRNA’nin ifade duzeyi incelendi (Gizelge 3.2). miRNA
izolasyonu, miRNA izolasyon kiti (GeneAll, South Korea) kullanilarak agagida
verilen uretici talimatlari dogrultusunda gerceklesgtirildi. Elde edilen miRNA'lardan,
calisilan her bir miRNA’ya 6zgu stem-loop primerleri dizayn edildi.

1. 1,5 mL’lik thp icerisinde 200 pL serum ve 500 pL kit igerisinde yer alan RiboEx
karigtirilarak pipetaj yapildi.

2. 5 dk oda isisinda inkube edildi. 1,5 mL’lik tip Uzerine 100 pL kloroform
eklendi ve alt Ust yapildi. 2 dk oda 1sisinda bekletildi.

3. 12 000 rpm'de 10 dk 4°C’de santrifij yapildi ve sulu faz bagka bir
mikrosantrifuj tipune aktarildi.

4. Alinan sulu faz kadar Uzerine %50 etanol eklendi. Pipetaj yapildi. Elde edilen
mix, tip B kirmizi kapakl kolona aktarild1.

5. 11 000 rpm’de 1 dk oda isisinda santrifuj edildi. Altta kalan tipun Gzerine
kalan sivinin hacmi kadar saf etanol eklenerek pipetaj yapildi. Karisim (yaklasik 650
pL) tip W kolona aktarildi.

6. 11 000 rpm’de 1 dk oda isisinda santrifuj edildi. Spin kolon yeni toplama
tupune yerlestirildi. 500 yL RBW Buffer eklendi.

7. 11 000 rpm’de 1 dk oda isisinda santriflj edildi. Spin kolon yeni toplama
tupune yerlestirildi. 500 yL RNW Buffer eklendi.

8. 11 000 rpm’de 1 dk oda isisinda santrifuj edildi. Spin kolon yeni toplama
tupune yerlestirildi ve tekrar 500 uL RNW Buffer eklendi.

9. 11 000 rpm de 1 dk oda isisinda santrifuj edildi. Spin kolon yeni toplama
tupune yerlestirildi ve Uzerine higbir sey eklenmeden 11 000 rpm’de 2 dk santrifdj
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edildi.

10.  Daha sonra membranin tam merkezine gelecek sekilde 50 uL RNase-free su
eklendi. 2 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 11 000 rpm’de 2 dk santrifu;

edildi. Elde edilen numune (-20)°C de c¢alisilana kadar muhafaza edldi.

Cizelge 3.2. Caligilan epi-miRNA’larin listesi

No Epi-miRNA No Epi-miRNA No Epi-miRNA
1 21 11 101-1 21 185-5p
2 26a-1 12 101-2 22 200a
3 26a-2 13 124 23 200b
4 26b 14 126 24 200c
5 29a 15 140 25 221
6 29b 16 143 26 222
7 29¢c 17 145 27 217
8 34a 18 148a 28 301
9 34b 19 148b 29 342
10 34c 20 152 30 506

3.2.4. Primerlerin tasarimi

Kullanilan tum forward ve reverse primerlerinin dizayni, daha 6nceden yayinlanmis
olan literatir galigmalar taranarak ve miRbase, primer dizayn gibi veri

tabanlarindan yararlanarak yapiimistir.

3.2.5. cDNA eldesi ve fluorimetrik 6lgiim

cDNA eldesi, cDNA sentez kiti (Wizbio, South Korea) kullanilarak Uretici firmanin
belirttigi talimatlara gore gerceklestirildi ve elde edilen cDNAlara SYBR Green
temelli Real-time PCR (RT-PCR) yontemi uygulandi.

1. Her bir PCR tupu igin 2 pL reaction buffer (10x), 2 yL stem-loop primer, 1 yL
dNTP mix (20X), 10 uL miRNA, 1 pL WizScript RTase, 0.5 uyL RNase Inhibitor,
3.5 yL RNase-free su ile toplam hacim 20 yL olacak sekilde karigtirilarak mix

hazirlandi.

2.  Thermal cycler cihazinda 25°C 10 dk, 37°C 120 dk, 85°C 5 dk cDNA sentezi
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saglandi.

3. Elde edilen cDNA Orneklerinin saflik ve konsantrasyonlari Qubit cihazi ile
(Thermo, USA) ol¢uldi ve RT-gPCR’da reaksiyona girmesi gereken ornek
konsantrasyonu 100 ng/ul olarak ayarlandi.

3.2.5. miRNA kantitatif real time PCR yontemi (RT-qPCR)

Her bir 6rnek basina kullanacagimiz cDNA’dan 1 pL, kit icerisinde yer alan SYBR
Green master mix 10 pL (2X) (GeneAll, South Korea), forward primer F 1 pL (10pM),
reverse R primer 1 yL (10pM), 1 yL ROX, 6 pL su karistirilarak bir mix hazirlandi.
Daha sonra hazirlanan bu mix PCR tuplerine dagitilarak, Baglangi¢ denatirasyonu
95°C 10 dk, denaturasyon 95°C’de 15 sn ve baglanma-uzama, 60°C’'de 1 dk (40
dongu) olacak sekilde (7500 fast RT-PCR sistem Applied Biosystems, USA) gPCR
islemi uygulandi. Deneyler 3 tekrar olarak yapildi. Housekeeping gen olarak U6
genine 6zgu primerler kullanildi. RNA-UG, kuguk nukleer RNA aile Uyesi arasindadir
ve mMiRNA kantifikasyon calismalarinda referans gen olarak kullanilir. RT-qPCR
sonucunda elde edilen Ct (cycle threshold) degerleri 2*-ACT yontemi ile hesaplandi.
Katsayi degisimi (FC-Fold chance) kontrol grubuna gore degerlendirildi.

3.2.6. Metilasyon PCR primer dizayni

Ekspresyon seviyesi yuksek ve istatistiksel olarak anlamli bulunan epi-miRNA’lar
arasindan segctigimiz 11 adet epi-miRNA’nin promotér metilasyon duzeyini
belirlemek icin dizayn edilen primer listesi Cizelge 3.3’te verilmistir. Epi-miR-34b ve
34c, epi-miR-200a ve 200b ayni promotor bolgesine sahip olduklarindan birlikte ele

alinmigtir.
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Cizelge 3.3. Kantitatif metilasyon spesifik PCR primerleri

miRNA metilasyon spesifik PCR (MSP) primer listesi

No |Bolge |Forward Reverse

1 34a 5-TCCTTCCTACTCGTACCACCAAA-3' 5-AGGTGGAGGAGATGTCGTTGTT-3'

2 34b/c 5-TTTAGTTACGCGTGTTGTGC-3' 5'-ACTACAACTCCCGAACGATC-3'

3 101-2 | 5-GATTGGTAATTTTCGCGTC-3' 5'-GCGCTACCATTAATCCGTA-3'

4 126 5-TTGGCGGTCGGGTTTGGTC-3' 5-TAAAACCCCGCGACGAACG-3'

5 140 5-TGTTTGGGGTTAGTAAAATTGTAAC-3' 5-AAAATCTCGAACGAAAAAATCG-3'

6 148a 5-TAGGGGAGGTTTCGTAAAGC-3' 5'-CACGAAAACGAATATTCGAAA-3'

7 152 5-GGGTTAGGGGGAGTAGTTAATTTAG-3' 5'-ATAAACTCCAAAAACATACCCATCA-3'
8 185-5p | 5-TTTTTTTGTAGAGTTGGTTAATTCG-3' 5'-ATCACCATATCTTAATCTAAACGCA-3'
9 200a/b | 5-TGGGAGTTTAGGGGATATATTTG-3' 5-TCTACCTCAACCAAAATCAAACC-3'
10 | Aktin 5-GGGTGGTGATGGAGGAGGTT-3 5-TAACCACCACCCAACACACAAT-3

3.2.7. DNA izolasyonu

istatistiksel olarak anlamli buldugumuz 11 adet epi-miRNA (epi-miR-34a, 34b/c,
101-2, 126, 140, 148a, 152, 185-5p, 200a/b) i¢in hastalarin periferal total kan

orneklerinden DNA izolasyon kiti (GeneAll, South Korea) kullanilarak ve agsagida yer

alan uretici talimatlari dogrultusunda DNA izolasyonu yapildi.

1,5 mL’ lik tup igerisine 20 pL Proteinaz K ve Uzerine 250 yL kan eklendi.
Daha sonra 200 pL kit igerisinde yer alan BL Buffer eklenip, vorteks ve spin
yapilarak 56°C’de 10 dk inkube edildi.

200 pL saf etanol eklendi. Vorteks ve spin yapildi.

Hazirlanan mix kolon tupe aktarildi ve 10 000 rpm’de 2 dk santrifuj edildi.

600 yL BW Buffer eklenip, 10 000 rpm’de 2 dk santriflj edildi. Spin kolon yeni
toplama tupune yerlestirildi.

700 pL TW Buffer eklenip, 10 000 rpm’de 2 dk santrifuj edildi. Spin kolon yeni
toplama tupune yerlestirildi.

Tlplere herhangi bir sey eklenmeden tekrar bos olarak 14 000xg 'de 2 dk
santrifuj edildi.

Kolon 1,5 mL’ lik mikrosantrifuj tupua igerisine alinip, 60 yL AE Buffer eklendi.
Tam hizda (14 000xg) 2 dk santrifuj yapildi.
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9.

DNA ornekleri kullanilana kadar (-20)°C’de muhafaza edildi.

3.2.8. Bisilfit modifikasyon yontemi

Orneklerin Qubit cihazi (Thermo, USA) ile DNA saflik ve konsantrasyonlari 6lgiildi

ve bisllfit modifikasyon-DNA metilasyon kiti kullanilarak (Zymo research, CA)

ureticinin talimatlar dogrultusunda deney gerceklestirildi.

1.

N o o k&

11.
12.

13.

1,5 mL’ lik mikrosantrifuj tuplerde bulunan DNA 6rneklerinin Gzerine 5 pL kit
icerisindeki M-Dilution Buffer eklendi ve distile su ile total hacim 50 ulL’ye
tamamlandi. Hafif pipetaj yapildi.

Ornekler 37 °C’ de 15 dk inkiibe edildi.

15 dk’lik inkuibasyon suresinden sonra her bir rnege CT-Conversion Reagent
eklendi ve hafifce vortekslendi.

Ornekler 1g1k almayan bir ortamda 50 °C’de 12-16 saat tekrar inkiibe edildi.
Daha sonra 10 dk buz Uzerine alindi.

400 yL M-Binding Buffer eklendi ve pipetaj yapildi.

Ornekler Zymo-Spin | kolona yiiklendi ve kolon 2 mL'lik toplama tiiplerine
yerlestirildi.

15-30 sn hizlica santrifuj edildi (=10 000g) ve toplama tupte biriken sivi
bosaltildi.

200 pyL M-Wash Buffer eklendi. 15-30 sn hizlica spin yapildi.

200 pyL M-Desulphonation Buffer eklendi ve kolonlar 15 dk oda sicakliginda
bekletildi (20-30 °C).

inkiibasyondan sonra 15-30 sn hizlica spin yapildi.

200 pyL M-Wash Buffer eklendi. 15-30 sn hizlica spin yapildi. Daha sonra
yeniden 200 pL M-Wash Buffer eklendi ve 30 sn spin yapildi.

Kolon matriksine dogrudan 50 yL M-Elution Buffer eklendi ve kolon 1,5 mL’ lik
mikrosantrifUj tupu tipe yerlestirildi. Kisa bir spin ile DNA elue edildi. Bu islem
2 kez tekrarlandi.
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3.2.9. Kantitatif metilasyon real time PCR yontemi (MS-qPCR)

Bisulfit donusumu yapilan orneklerden, ornek basina 4 yL DNA (<500ng), 10 pL
(2X) SYBR Green master mix (Wizbio, South Korea), 1uL forward primer (10pm),
1uL reverse primer (10pm), 1uL ROX (1x), 3uL su karistirilarak bir mix hazirlandi.
Bu mix PCR tuplerine dagitilarak, Baslangi¢ denaturasyon 95°C 10 dk,
denaturasyon 95°C’de 15 sn ve baglanma-uzama 60°C’de 1 dk (x40 dongu) olacak
sekilde (7500 fast RT-PCR sistem Applied Biosystems, USA) gPCR uygulandi.

Housekeeping gen olarak aktin geni kullanildi.

3.2.10. RNA izolasyonu

Kan Ornekleri oda sicakhgina getirilerek RNA izolasyon kiti (miRNeasy
Serum/Plasma Kit, Qiagen, GERMANY) igerisinde yer alan Uretici talimatlari

uygulanarak, asagida belirtilen agamalar takip edildi.

1. 200 pyL serum ve 1/5'i kadar kit igerigindeki giazol lysis reagent karistirildi.
Vortex yapilarak 5 dk oda i1sisinda bekletildi.

2. 200 pL kloroform eklendi ve 15 sn vortex yapildi. 2-3 dk bekletildi. 12 000xg
+4°C’de 15 dk santrifuj edildi.

3. En ustteki faz (RNA igeren) bagka bir tipe alinarak (yaklagik 600 pL) Uzerine
1,5 kati kadar saf etanol eklendi.

4. Pipetaj yapilarak, kit icerisinde bulunan 2 mL'lik toplama tipundeki RNeasy
MinElute spin kolona pipetlendi.
8000xg’'de 15sn oda isisinda santrifuj edildi.
Spin kolon yeni toplama tupune yerlegtirildi.
700 pL yikama tamponu RWT eklendi. 8000xg’de 15sn oda isisinda santrif(j
edildi
Spin kolon yeni toplama tupune yerlestirildi.
500 pL kadar bir diger yikama tamponu RPE eklendi ve 8000xg’de 15sn oda
Isisinda santrifij edildi.

10. Spin kolon yeni toplama tupune yerlestirildi. 500uL %80 etanol eklendi ve
8000xg’'de 2dk oda isisinda santrifuj edildi.
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11.

12.

13.

14.

SantrifUjlemeden sonra, spin kolonun toplama tupunun altinda kalan akigla
temas etmemesine dikkat edilerek RNeasy MinElute spin kolon ¢ikartilip yeni
toplama tupune yerlestirildi.

5dk tam hiz (14 000xg) spin kolonun kapag! agik santrifuj edilerek etanolden
uzaklastirihp membran kurutuldu.

Kurutulan spin kolon yeni 1,5 mL toplama tUpune aktarilip Uzerine 14 puL
RNase-free eklendi ve yine tam hiz 1 dk santrifuj edildi.

Calisilana kadar 6rnekler (-20) °C’de muhafaza edildi.

3.2.11. cDNA eldesi ve fluorimetrik olgim

Elde edilen RNA’larin spektrofotometrik yontemler ile (Berthold, LB915 Colibri) saflik
ve konsantasyonlari 6lguldu. cDNA sentez kitinin (QuantiNova reverse transkrisiyon

kit, Qiagen, GERMANY) icerisinde yer alan Uretici protokoline gore asagidaki

basamaklar takip edildi. Reaksiyona girmesi gereken o6rnek konsantrasyonu 100

ng/ul olarak ayarlandi.

Total RNA ve su toplam 13 pL olacak sekilde hazirlandi.

2 uL qDNA removal mix eklenerek total son hacim 15 L yapildi.

Thermal cycler cihazinda, 45°C’de 2'ser dk bekletildikten sonra cihaz
durdurularak ornekler buza alindi.

Sonrasinda her bir tip igerisine reverse transkripsiyon master mix 4 L, revers
transkripsiyon enzim 1 pL eklenerek son hacim 20 yL’ye tamamlandi.

Tapler Thermal Cycler cihazina tekrar yerlestirilerek, 25 °C’de 3 dk, 45 °C’de
10 dk ve 85 °C’de 5 dk olacak sekilde ayarlanarak cDNA elde edildi.

3.2.12. mRNA kantitatif real time PCR yontemi

Caligmamizda bir referans gen ile birlikte toplam 6 gende ekspresyon seviyesinin

tespiti yapildi. Kullanilan primerler Gizelge 3.4.’de verildi. Ureticinin talimatlari

dogrultusunda asagidaki basamaklar uygulandi.
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1. Her bir érnek igin, 5,5 pL su, her bir primer giftinden (reverse-forward) 0.8 L,
SYBR Green master mix (Bioline sensiFAST SYBR 2x, Australia) 10 pL olacak
sekilde toplamda 15 yL mix hazirlandi.
5 pL cDNA eklenerek son hacim 20 yL’ye tamamlandi.
Baslangi¢ denaturasyonu 95°C 2 dk, denaturasyon 95°C’de 5 sn, baglanma
61°C’de 30 sn ve uzama 72°C’de 5 sn (40 dongu) olacak sgekilde (Qiegen
Rotor-Gene-Q) qPCR uygulandi.

4. Deneyler 3 tekrar olarak yapildi. Housekeeping gen olarak aktin geni kullanildi.

Cizelge 3.4. Kantitatif mMRNA PCR Primerleri

Gen ekspresyonunda kullanilan primer listesi
No Gen Forward Reverse
1 AKTIN 5-GAAGATCAAGATCATTGCTCCT-3' 5-ACTCGTCATACTCCTGCTT-3'
2 | DNMT1 5-ACCACCATCACATCTCATT -3’ 5-GTCTAGCAACTCGTTCTCT-3'
3 | DNMT3a 5'-CGGAACATTGAGGACATCT-3' 5'-GTACTGGTACGCACACTC-3'
4 | DNMT3b | 5-GAAGATCAGAGCCGAGAACAA -3' 5-TCAAAGAGAGGGTGGAAGGA-3'
5 PTEN | 5-TTAGACTTGACCTATATTTATCCA-3' 5-GCGGTGTCATAATGTCTT -3'
6 | NKX3.1 5-AGAGACCGAGCCAGAAAGG-3' 5-GCTTCTGCGGCTGCTTAG -3’

3.2.13. istatistiksel analiz

Degiskenler SPSS Statistics 21.0 kullanilarak islendi ve analiz edildi. Hasta gruplari
mMiRNA ekspresyon duzeyi ile klinikopatolojik parametreler (Gleason Skoru, PSA
seviyeleri, T-evreleme) arasindaki korelasyonu incelemek igin Bonferroni duzeltmeli
Mann — Whitney-U ve Kruskal — Wallis testleri yapildi. P <0.05 degerleri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.

Gruplar arasi mRNA ekspresyon duzeyi SPSS 22.0 programi kullanilarak Kruskal
Wallis-H testi ile analiz edildi. Bu igslemin ardindan Kruskal Wallis-H sonrasi
belirlenen anlamli farkliigin hangi gruplardan kaynaklandigini belirlemek Uzere
tamamlayici kargilastirma teknigi post-hoc Tamhane’s T2 uygulandi. Hasta gruplari
ile klinikopatolojik parametreler (Gleason Skoru, PSA dizeyi, TNM-evreleme)

arasindaki korelasyonu incelemek icin multinominal lojistik regresyon analizi; epi-
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miRNA’lar ve hedef genler arasindaki iligkiyi bulmak igin ise lineer regresyon analizi

yapildi. P <0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda prostat kanseri teshisi konmus hastalardan kan 6rnekleri toplanarak
30 adet epi-miRNA ekspresyon seviyesi arastiriimis, sonucunda ilk PSA seviyesi ile
arasindaki korelasyon incelenmigtir. Bulgularimizda, calistigimiz epi-miR’lerden
epi-miR-26a-1, miR-140, miR-145-5p, miR-506’nin ekspresyon seviyeleri ile hasta
gruplarimiz arasinda (Kontrol, PCa ve Met-PCa) istatistiksel olarak anlamli bir fark
yoktu (p>0.05). PSA seviyesi 10 ve daha buyuk olan grubumuzda bulunan (=10)
hastalarda epi-miRNA ekspresyon seviyelerinin; epi-miR-21’de 6 kat, miR-26a-2’de
8 kat, miR-26b’de 10 kat, miR-29a’de 5 kat, miR-29c’de 106 kat, miR-34a-5p’de 9
kat, miR-34b’de 7 kat, miR-34c’de 24 kat, miR-101-1’de 136 kat, miR-101-2’'de 5
kat, miR- 143’de 17 kat, miR -148a’da 107 kat, miR-148b’de 20 kat, miR-152’de 5
kat, miR-185-5p’de 33 kat, miR-200a’da 4 kat, miR-200b’de 20 kat, miR-200c’de 6
kat, miR-217’de 4 kat, miR-221’de 5 kat, miR-222'de 34 kat, miR-301’de 4 kat olmak
uzere kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamh artiglar gosterdigini bulduk
(p<0.05) (Gizelge 3.5). Calismaya dahil edilen hastalarin tim PSA seviyelerinde [10
ve daha buyuk olan (=10) ve 10°’dan kuguk olan (<10) ] epi-miR-21, miR-26b, miR-
29c, miR-34a-5p, miR-34b, miR-34c, miR-101-1, miR-143, miR-148a, miR-148b,
miR-152, miR-185-5p, miR-200b, miR-221, miR-222'nin ekspresyon seviyelerinde
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artislar bulduk (p<0.05) (Cizelge
3.5).

Met-PCa’li olan ve PSA duzeyi 20'den buyuk (>20) olan hastalarimizda epi-miR-
21’de 22 kat, miR-26a-2’de 22 kat, miR-26b’de 9 kat, miR-29a’de 4 kat, miR-29b’de
3 kat, miR-29c’de 26 kat, miR-34a-5p’de 10 kat, miR-34b’de 11 kat, miR-34c’de 22
kat, miR-101-1’de 4 kat, miR-101-2’de 3 kat, miR-124’de 7 kat, miR-126’de 4 kat,
miR-143’de 21 kat, miR-148a’da 76 kat, miR-148b’de 7 kat, miR-152’de 59 kat, miR-
185-5p’de 60 kat, miR-200a’de 2 kat, miR-200b’de 3 kat, miR-200c’de 9 kat, miR-
217’de 6 kat, miR-221’de 17 kat, miR-222’de 26 kat, miR-301’de 5 kat ve de miR-
342’de 4 kat olmak Uzere ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli arttigini bulduk (p<0.05) (Cizelge 3.5). PSA seviyesi 20 ve daha
kuguk olan (= 20) ve PSA duzeyi 20’'den buyuk (>20) olan Met-PCa’l
hastalarimizda, epi-miR-21, miR-26a-2, miR-26b, miR-29c, miR-34a-5p, miR-34Db,
miR-34c, miR-124, miR-126, miR-143, miR-148a, miR-148b, miR-152, miR-185-5p,
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miR-200a, miR-200c, miR-217, miR-221, miR-222 ve miR-342’nin ekspresyon
seviyelerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak onemli artiglar bulduk
(p<0.05) (Cizelge 3.5).

Her iki gruptaki (PCa ve Met-PCa) PCa’li hastalarimizda epi-miR-21, miR-26b, miR-
29c, miR-34a-5p, miR-34b, miR-34c, miR-143, miR-148a, miR-148b, miR-152,
miR185-5p, miR-221, miR-222 epi-miRNA'larindaki kademeli artislari istatistiksel
olarak anlamh bulduk (p<0.05) (Cizelge 3.5). Buldugumuz bu sonug, bize bu
miRNA'larin prostat  kanserinin prognozunda biyobelirtegler  olarak
kullanilabilecegini gosterdi.

Calisilan epi-miRNA’lardan ekspresyon seviyelerinde dnemli artis buldugumuz 11
adet epi-miRNA’nin promoter metilasyon seviyelerinde meydana gelen degisikligi
PSA seviyesi 10 ve daha buyuk (210) olan hastalarimizla iligskilendirdigimizde, epi-
miR-152 ve epi-miR-200a/b’nin promotor metilasyon yuzdelerinin kontrol grubuna
gore 6nemli olgude istatistiksel olarak azaldigini bulduk (p<0.05) (Gizelge 3.5). Bu
sonug bize bu iki epi-miR'in (yani onko-miRNA) promoter bolgelerinin PCa'li olan
hastalarda hipometile oldugunu gosterdi.

PSA seviyesi 10°’dan kuguk (<10) olan hastalarimizda, epi-miR-34a-5p, miR-34b/c,
miR-140, miR-148a ve miR-200a/b’nin de bununla benzer sekilde promotor
metilasyon yuzdelerinin kontrol grubuna gore onemli Olgude istatistiksel olarak
azaldigini bulduk (p<0.05).

Met-PCa grubunda bulunan tum hastalarimizda (PSA<20 ve PSA>20), epi-miR-
34b/c ve miR-148a’nin promotor metilasyon ylUzdelerinin  kontrol ile
karsilastinldiginda onemli 6lgude istatistiksel olarak azaldigini bulduk (p<0.05). Epi-
miR-140 ve miR-200a/b'nin promotor metilasyon yuzdelerinde ise istatistiksel olarak
anlaml bir artig bulduk. Calismamizin sonucunda elde ettigimiz bu sonug ile bu iki
epi-miR’in promoter bdlgelerinin hipermetile oldugunu bize goésterdi (yani tumor
baskilayici epi-miRNA) (p<0.05) (Cizelge 3.5). Ekspresyon seviyeleri ile promotor
metilasyon yuzdelerinin birlikte degerlendiriimesi sonucunda miR-200a/b’nin,
lokal/lokal ileri prostat kanserinde bir onko-miR gibi, metastatik fazda ise, tumor
baskilayici-epi-miR gibi davrandigini bulduk. Bulgularimiz Cizelge 3.5’te gosterildi.
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Epi-miRNA ekspresyon seviyelerinin kontrol grubu ve Gleason skorlarina (GS) gére
karsilastirimasi sonucunda elde ettigimiz bulgularimiz; epi-miR-26a-1, miR-145-5p,
miR-148b, miR-221 ve miR-506’nin ekspresyon seviyelerinin hasta gruplarimiz
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05) (Cizelge 3.6). PCa’li ve
Met-PCa’li her iki hasta grubumuzda da GS'deki artigla dogru orantili olarak artan,
epi-miR-29a, miR-29b, miR-101-1, miR-124, miR-140, miR-143, miR-200c, miR-
217, miR-222, miR-301 ve miR-342’nin ekspresyon seviyelerinin istatistiksel olarak
anlamli bir artig oldugunu bulduk (p<0.05) (Cizelge 3.6). PCa ve Met-PCa, her iki
hasta grubunda da epi-miR-21, miR-26a-2, miR-26b, miR-29¢c, miR-34a-5p, miR-
34b, miR-34c, miR-101-2, miR-126, miR-148a, miR-152 ve miR-185-5p’nin
ekspresyon seviyelerinin, klinikopatolojik gruplarimizda bulunan GS'nin her bir
degeri icin istatistiksel ve klinik olarak anlamli bir artis gosterdigini bulduk (p<0.05)
(Cizelge 3.6). Calismamizin sonucunda elde ettigimiz bu sonu¢ ile bu epi-
miRNA'larin prostat kanseri hastaliginin prognozunda biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegini bize dusundurmektedir.

Calismamizda epi-miR-34a-5p, miR-34b/c, miR-101-2, miR-126, miR-148a, miR-
152, miR-185-5p'nin ekspresyon seviyelerindeki artigin, promoter metilasyon yuzde
seviyeleri ile de dogrulugu gosterilmistir (p<0.05) (Cizelge 3.6). Bu epi-miRNA’larin
promoter bolgeleri hipometile olarak bulundu ve PCa ilerlemesinde onco-miRNA'lar
olarak gorev yaptiklari gosterildi. Ek olarak, miR-200a/b’nin ekspresyon seviyesinde
bulunan artig veya azalis GS’ye gore de@erlendirildigi zaman, lokal/lokal ileri prostat
kanserinde miR-200a/b’nin bir onko-miR gibi davrandigi, metastatik grupta ise bir
tumor baskilayici-epi-miR gibi davrandigini bulduk. Bulgularimiz Cizelge 3.6'da
gosterildi.

TNM evrelemesine gore tum gruplarimizda yapilan karsilastiriimalar sonucunda
elde ettigimiz bulgularimizda; epi-miR-26a-1, miR-145-5p ve mIiR-506'nIn
ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla hasta gruplarimiz arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05) (Cizelge 3.7). Her iki hasta
grubumuzda da (PCa ve Met-PCa), epi-miR-21, miR-26a-2, miR-26b, miR-29a,
miR-29b, miR-29¢, miR-34a-5p, miR-34b, miR-34c, miR-101-1, miR-101-2, miR-
126, miR-140, miR-143, miR-148a, miR-148b, miR-152, miR-185-5p, miR-200c,
miR-217, miR-221, miR-222, miR-301 ve miR-342'nin ekspresyon seviyelerinde
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kontrole gore istatistiksel olarak anlaml bir artis oldugunu bulduk (p<0.05) (Cizelge
3.7). Metastatik grupta (Met-PCa) bulunan T4NO/1M1 evresindeki artiglarin, epi-
miRNA seviyelerinin kontrole gore kiyaslanmasinda 12 ila 273 kati oldugunu bulduk.

Calismamiz sonucunda buldugumuz epi-miR-34a-5p, miR-34b/c, miR-101-2, miR-
126, miR-140, miR-148a, miR-152 ve miR-185-5p’nin promotor metilasyon
yuzdelerindeki azalma, bize bu epi-miRNA'larin prostat kanseri prognozunda bir
onko-miRNA biyobelirteci olabileceklerini gostermistir. Ayrica lokal/lokal ileri prostat
kanseri grubumuzda epi-miR-124, miR-200a ve miR-200b’nin ekspresyon
seviyelerinin arttigi, metastatik grupta ise keskin bir dusts oldugu bulunmustur
(p<0.05) (Cizelge 3.7). Calisilan epi-miRNA’larin promoter metilasyon yuzdelerinde
buldugumuz degisikliklerin, epi-miRNA ifadelenme seviyesinde buldugumuz bu
degisikliklerle uyumlu oldugu gdsterildi. Bulgularimiz Cizelge 3.7°de gosterildi.

PCa'da prognostik onko-miR potansiyelli biyobelirtegler oldugunu gosterdigimiz
calismamizdan [60] segtigimiz miR-34b/c, miR-148a, miR-152 ve miR-200a/b epi-
miRNA’larinin ve bunlarin hedef genleri olan DNMT1, DNMT3a, DNMT3b ve PTEN
gen ekspresyon seviyelerinin PCa, Met-PCa ve kontrol gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkhliklar gosterdigi bulunmustur (p<0.05). Ancak,
arastirdigimiz bu epi-miRNA’larin yine hedef genlerinden birisi olan NKX3.1’in
ekspresyon seviyesi PCa, Met-PCa ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gostermemigtir (p>0.05). Kruskal Wallis-H Testi ile elde ettigimiz
bulgularimiz Cizelge 3.8’de ve kutu grafigi olarak Sekil 3.1'de 6zetlenmistir.
NKX3.1 ekspresyon seviyesi gruplar arasinda fark gostermediginden
calismamizin klinikopatolojik yonden dedgerlendiriimesine ve bu baglamda

tamamlayici kargilastirma analizlerine dahil edilmemistir.

Kontrol-PCa ve Kontrol-Met-PCa gruplari ikili kargilastirildiginda; DNMT1 geninin
ifadelenme duzeyinde PCa grubunda 5 kat, Met-PCa grubunda 6 kat istatistiksel
olarak anlaml artis bulunmustur (p<0.001). Yine PCa ve Met-PCa gruplarimiz
kontrol ile karsilastirildiginda; DNMT3a’nin PCa grubunda 5 kat, Met-PCa
grubunda 2 kat ve DNMT3b’nin ifadelenme duzeyinin ise PCa grubunda 3 kat, Met-
PCa grubunda 2 kat istatistiksel olarak anlamli azaldigi belirlenmistir (p<0.05).
Kontrole gore, DNMT3a ve DNMT3b genlerindeki azalmig ifade PCa ve Met-PCa
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gruplarinda anlamli bulunurken; PTEN genindeki azalmis ifade ise sadece Met-
PCa grubunda anlamli olarak bulunmustur (p>0.05) (Cizelge 3.9). Hastalarin
klinikopatolojik verilerine gore siniflandirilarak degerlendiriimesi sonucunda elde
ettigimiz bulgular Cizelge 3.10 (PSA), Cizelge 3.11 (GS) ve Cizelge 3.12
(TNM)'de gosterilmigtir. Bu sonuglara gore klinikopatolojik 6zellikler géz 6nune
alindiginda her iki grupta da sadece DNMT1'de anlamli bir fark bulunmustur
(p<0.01).

Epi-miRNA ve onlarin hedef genleri arasinda yaptigimiz lineer regresyon analiz
sonuglarina gore, PCa grubunda, miR-34b DNMT1 ve DNMT3b ile; miR-34c ve
miR-148a sectigimiz tim hedef genler ile; miR-152 DNMT1, DNMT3b ve PTEN ile;
miR-200a/b ise sadece DNMT1 ile istatistiksel olarak anlaml bir iligki gostermistir
(p<0.05) (Cizelge 3.13). Ayni hasta grubunda, arastirdigimiz tim miRNA'lar ile
hedef genlerinden olan DNMT1 arasinda anlamli bir iligki de gérulmuastur (p<0.05)
(Cizelge 3.13). Calismalarda DNMT1 ile tumor supresor genler arasindaki ters
orantili etkilesim gosterilmis olmasindan dolayi, DNMT1’in tumor stpresor bir gen
olan PTEN Uzerindeki etkisini de galismamiza dahil etmek istedik. Calismamizda,
PCa ve kontrol gruplarinda PTEN ve DNMT1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmazken (p>0.05); Met-PCa grubunda PTEN ve DNMT1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 3.13). Met-PCa
grubunda, miR-148a, miR-152 ve miR-200b sectigimiz tum hedef genler ile
istatistiksel olarak anlaml bir iligki gostermigtir (p<0.01) (Gizelge 3.13). Ayni
grupta, miR-34b, miR-34c ve miR-200a’'nin arastirdigimiz hedef genler ile
istatistiksel olarak anlamli bir iligki gostermedigi saptanmigtir (p>0.05). Kontrol
grubumuzda ise epi-miRNA’lar ve hedef genleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski bulunmamistir (p>0.05) (Cizelge 3.13).



34

Cizelge 3.5. miRNA ifadelenme ve metilasyon seviyeleri ile PSA duzeyinin kontrol,
PCa ve Met-PCa hasta kanlarindaki iligkileri. Istatistiksel olarak anlaml
bulunan degerler bold font olarak gosterilmigtir (p<0.05).

PCA Met-PCA
Epi-miRNA Kontrol <10 >10 Kontrol <20 >20
1 miR-21 FC 1 7,05 5,54 FC 1 7,13 22,41
P value 0,04 0,04 P value 0,002 0,001
Mean + SD 7+16,8 5,5+8,3 Mean + SD 7,1£7,3 22,4+89.4
2 miR-26a-1 FC 1 0,94 3,76 FC 1 0,69 1
P value 0,86 0,61 P value 0,54 1
Mean + SD 0,9+0,7 3,8+6,3 Mean + SD 0,7+0,9 11,5
3 miR-26a-2 FC 1 2,43 7,76 FC 1 3,25 21,74
P value 0,08 0,042 P value 0,04 0,001
Mean + SD 2,4+3 7,8+12,7 Mean + SD 3,3+2,7 21,7+101,1
4 miR-26b FC 1 4,07 10,26 FC 1 14,38 9,46
P value 0,04 0,02 P value 0,002 0,002
Mean + SD 446 10,3£20,8 | Mean + SD 14,4+29,3 9,5+18,5
5 miR-29a FC 1 1,07 4,8 FC 1 0,45 3,59
P value 1,2 0,04 P value 0,5 0,04
Mean + SD 1+1,2 4,849,5 Mean + SD 0,5+0,4 3,6£13,9
6 miR-29b FC 1 1,95 1,72 FC 1 0,7 3,48
P value 1,1 1,1 P value 0,98 0,04
Mean + SD 1,942,5 1,742,1 Mean + SD 0,7+0,6 3,5+10,2
7 miR-29¢ FC 1 6,55 106,01 FC 1 680,6 25,55
P value 0,03 0,001 P value 0,001 0,001
Mean + SD 6,6+14,8 106+247,6 | Mean + SD 680,6+2006,] 25,6+100,4
8 miR-34a-5p FC 1 4,6 8,78 FC 1 6,82 9,95
P value 0,04 0,03 P value 0,02 0,02
Mean + SD 4,6+7,4 8,8+14,4 Mean + SD 6,6+7,1 9,9+21,8
9 miR-34b FC 1 4,46 6,9 FC 1 4,82 11
P value 0,04 0,04 P value 0,04 0,01
Mean + SD 4,5+5 6,9+11,6 Mean + SD 4,846 11+34.,6
10 miR-34c FC 1 6,91 23,61 FC 1 6,66 21,72
p value 0,01 0,001 p value 0,01 0,001
Mean + SD 6,9+10,8 23,6+36,1 Mean + SD 6,7+£5,5 21,7+£70,8




35

Cizelge 3.5. (devam) miRNA ifadelenme ve metilasyon seviyeleri ile PSA diizeyinin
kontrol, PCa ve Met-PCa hasta kanlarindaki iliskileri. Istatistiksel olarak

anlamli bulunan degerler bold font olarak gosterilmigtir (p<0.05).

11 miR--101-1 FC 40,25 136,07 FC 1,57 4,4
P value 0,001 0,001 P value 0,07 0,048
Mean + SD 40,3+70,8 | 136+294,8 | Mean + SD 1,6+3,4 4,4+11
12 miR-101-2 FC 1,75 4,79 FC 1,74 3,01
P value 0,39 0,047 P value 0,38 0,045
Mean + SD 1,8+4,6 4,8+9,9 Mean + SD 1,7+1,4 3+8,9
13 miR-124 FC 1,69 3,41 FC 0,37 0,3
P value 0,12 0,074 P value 0,02 0,02
Mean + SD 1,7+2,4 3,4+5,7 Mean + SD 0,4+0,6 0,3+0,6
14 miR-126 FC 2,28 2,64 FC 4,62 4,38
P value 0,057 0,057 P value 0,04 0,04
Mean + SD 2,344,1 2,6+5 Mean + SD 4,6+8,8 4,4+9.8
15 miR-140 FC 0,68 1,19 FC 1,55 1,57
P value 0,9 1,3 P value 0,4 0,4
Mean + SD 0,7+0,8 1,2+1,9 Mean + SD 1,6+2,9 1,6+3
16 miR-143 FC 6,55 16,63 FC 7,37 21,2
P value 0,01 0,001 P value 0,01 0,001
Mean + SD 6,6+15,5 16,6+31,5 | Mean + SD 7,4+8.4 21,2485,7
17| miR-145-5p FC 1,1 2,57 FC 0,72 2,05
P value 1,7 0,72 P value 1 0,6
Mean + SD 1,1+0,9 2,6+5,2 Mean = SD 0,7+0,9 245
18 miR-148a FC 10,76 107,19 FC 29,79 75,98
P value 0,01 0,001 P value 0,001 0,001
Mean + SD 10,8+12,4 | 1074234,7 | Mean + SD 29,8432,1 | 75+139,9
19 miR-148b FC 2,79 19,88 FC 4,23 7,31
P value 0,046 0,001 P value 0,04 0,02
Mean + SD 2,842,1 19,9+41,9 | Mean + SD 4,2+5,6 7,3+17,4
20 miR-152 FC 9,97 4,59 FC 15,4 59,44
p value 0,01 0,01 p value 0,001 0,001
Mean + SD 10£16,3 4,6+7,1 Mean + SD 15,4+29,4 | 59,4+84,1
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Cizelge 3.5. (devam) miRNA ifadelenme ve metilasyon seviyeleri ile PSA diizeyinin
kontrol, PCa ve Met-PCa hasta kanlarindaki iliskileri. Istatistiksel olarak
anlamli bulunan degerler bold font olarak gosterilmigtir (p<0.05).

21 miR-185-5p FC 1 20,7 33,34 FC 1 8,25 60,23
P value 0,001 0,001 P value 0,04 0,001
Mean + SD 20,7+30,5 | 33,3+£72,9 | Mean + SD 8,3+15,8 | 60,2+179,3
22 miR-200a FC 1 1,61 3,55 FC 1 0,47 2,01
P value 0,24 0,041 P value 0,049 0,04
Mean + SD 1,6+1,8 3,6+5,5 Mean + SD 0,5+0,3 2,9+9,6
23 miR-200b FC 1 5,6 19,61 FC 1 2,7 3,37
P value 0,03 0,001 P value 0,07 0,04
Mean + SD 5,6£6,2 19,6+34,6 | Mean + SD 2,743 3,4443
24 miR-200c FC 1 3,13 6,09 FC 1 3,57 8,92
P value 0,052 0,03 P value 0,04 0,01
Mean + SD 3,1£2,8 6+9,4 Mean + SD 3,643,4 8,9+17,6
25 miR-221 FC 1 5,26 4,93 FC 1 14,87 16,57
P value 0,03 0,04 P value 0,003 0,003
Mean + SD 5,3+6,8 4,9+54 Mean + SD 14,9+23,5 | 16,6324
26 miR-222 FC 1 115,95 34,02 FC 1 3383 25,83
P value 0,001 0,001 P value 0,001 0,001
Mean + SD 116+441,7 34467 Mean + SD 338’3;845 25,8447,2
27 miR-217 FC 1 2,61 4,09 FC 1 4,26 5,68
P value 0,059 0,04 P value 0,04 0,04
Mean + SD 2,64+4,7 446,3 Mean = SD 4,344,1 5,749,5
28 miR-301 FC 1 2,45 3,88 FC 1 2,86 4,72
P value 0,05 0,04 P value 0,07 0,04
Mean + SD 2,543,5 3,9+6,5 Mean + SD 2,9+2.5 4,7+9
29 miR-342 FC 1 3,15 3,43 FC 1 10,85 4,18
P value 0,061 0,06 P value 0,002 0,03
Mean + SD 3,4+4.7 3,1+5,1 Mean + SD 10,9+12 4,2+6,5
30 miR-506 FC 1 1,13 2,43 FC 1 0,51 0,97
P value 1 0,07 P value 0,05 1
Mean + SD 1,1£1,7 2,4+3,8 Mean + SD 0,5+0,7 1+1,8
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Cizelge 3.5.(devam) miRNA ifadelenme ve metilasyon seviyeleri ile PSA diizeyinin
kontrol, PCa ve Met-PCa hasta kanlarindaki iliskileri. Istatistiksel olarak
anlamli bulunan degerler bold font olarak gosterilmigtir (p<0.05).

Metilasyon
1 miR-34a-5p FC 28,63 10,01 24,02 FC 28,63 19,11 16,76
P value 0,03 0,12 P value 0,71 0,56

Mean+SD | 28,6+27,3 10£12,9 24+33.4 Mean + SD | 28,6+27,3 | 19,1£26,5 | 16,8+15,5

2 miR-34b/c FC 10,33 3,72 17,71 FC 10,33 3,66 4,83
P value 0,01 0,05 P value 0,002 0,002

Mean+ SD | 10,3£10,3 3,748 17,7434,6 | Mean = SD | 10,3+10,3 3,74 4,8+6,3
3 miR-101-2 FC 9,01 7,53 11,05 FC 9,01 7,09 6,37
P value 0,24 0,27 P value 0,31 0,29

Mean + SD 9+7,3 7,5+16,6 1116 Mean = SD 9£7,3 7+4,4 6,4+7,2
4 miR-126 FC 8,74 6,3 6,6 FC 8,74 5,96 5,78
P value 0,9 0,9 P value 0,4 0,34

Mean + SD 8,7+6,4 6,3+6,5 6,6+3,9 Mean+SD | 8,7+6,4 6£3,2 5,8+5,3
5 miR-140 FC 6,97 3,7 6,42 FC 6,97 3,6 16,47
P value 0,02 1,7 P value 0,02 0,02

Mean + SD 7+10 3,745,1 6,4+9,5 Mean + SD 7£10 3,6+4,4 16,4425
6 miR-148a FC 20,87 8,13 17,39 FC 20,87 8,63 8,12
P value 0,02 0,054 P value 0,01 0,01

Mean+SD | 20,9+18,5 8,1+12,7 17,4£15,7 | Mean+SD | 21£18,5 8,6£7,4 8,1£6,9

7 miR-152 FC 19,77 14,29 8,5 FC 19,77 15,61 11,27

P value 0,071 0,004 P value 0,08 0,06

Mean + SD 19,8+9,7 14,3+8,4 8,5£2,6 Mean+SD | 19,8+9,7 15,6+9,4 11,34£5,3

8 miR-185-5p FC 10,74 6,82 8,17 FC 10,74 8,47 8,37
P value 0,05 0,07 P value 0,06 0,06

Mean + SD 10,7+8,3 6,8+7,2 8,2+4.4 Mean+ SD | 10,7+8,3 8,4+7 8,5+7,3
9 miR-200a/b FC 8,63 1,49 5,03 FC 8,63 11,48 13,03
P value 0,01 0,04 P value 0,04 0,02

Mean + SD 8,6+7,7 1,5+1,4 545,6 Mean + SD 8,6+7,7 11,5+15,1 13+24
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Cizelge 3.6. miRNA ifadelenme ve metilasyon seviyeleri ile gleason skorlama
Met-PCa hasta kanlarindaki iligkileri.
bulunan degerler bold font olarak

duzeyinin kontrol, PCa ve
Istatistiksel olarak anlamli
gosterilmigtir (p<0.05).

Met-
PCA PCA
Epi- Kontrol 6 7 8 10 Kontrol 8 9 10
miRNA
1 miR-21 FC 1 2,16 12,24 0,84 3,52 FC 1 6,21 37,7 5,41
P value 0,061 | 0,001 0,23 0,032 P value 0,001 0,001 0,001
Mean + 2242, | 12,242 Mean + 37,7x1
SD 9 1 0,8+0,7 3,50 SD 6,2+7 2 5,4+6,6
2 2121451 FC 1 0,89 2,35 1,86 0,06 FC 1 0,53 1,44 0,61
P value 0,06 0,051 0,86 0,06 P value 0,24 0,09 0,18
Mean + 0,9+0, | 2,3+4, Mean + 1,4+1,
SD 7 6 1,942 0 SD 0,5£0,5 3 0,6+0,8
miR-
3 FC 1 0,88 5,82 3,7 8,76 FC 1 3,95 38,6 1,68
26a-2
P value 0,09 0,01 0,03 0,01 P value 0,04 0,001 0,18
Mean + 0,9+0, | 5,8+9, Mean + 38,6+1
SD 3 4 3,7£5,4 8,8+0 SD 4+2.6 382 1,7£1,6
4 miR-26b FC 1 33 8,6 3,51 0,79 FC 1 13,44 14,9 2,24
P value 0,03 0,01 0,027 0,087 P value 0,001 0,001 0,045
Mean + 3,345, | 8,6+15 Mean + 14,9+2
SD 1 9 3,5+3,7 0,8+0 SD 13,4426,7 4 2,242.1
5 miR-29a FC 1 0,69 3,31 1,31 1,93 FC 1 1,37 5,75 0,4
P value 0,14 0,04 0,34 0,21 P value 0,51 0,042 0,046
Mean + 0,7+0, Mean +
SD 3 3,347 1,3+1,7 1,9+0 SD 1,4+1,5 5,719 | 0,4+0,5
6 miR-29b FC 1 1,19 2,62 0,62 4,69 FC 1 1,3 5,44 0,78
P value 0,35 0,24 0,22 0,04 P value 0,74 0,038 0,069
Mean + 1,20, | 2,6+3, Mean + 5,4+13
SD 6 5 0,6+0,4 4,7+0 SD 1,3+1,3 9 0,8+0,6
7 miR-29¢ FC 1 2,14 63,11 2,98 35,85 FC 1 7,87 13,29 549,4
P value 0,2 0,001 0,2 0,001 P value 0,04 0,02 0,001
Mean + 2,1+2, | 63,1£1 Mean + 13,342 | 549,441
SD 1 8.6 3428 35,840 SD 7,9+19,7 6.5 7333
8 miR- FC 1 2,75 | 875 3,7 52 FC 1 4,54 15 5,83
34a-5p
P value 0,15 0,03 0,09 0,04 P value 0,12 0,01 0,08
Mean + 2,7+1, | 8,713 Mean + 15+28,
SD 5 7 3,7£2,6 5,240 SD 4,5+43 4 5,849,7
9 miR-34b FC 1 5,06 5,19 5,35 2,56 FC 1 4,23 17,61 3,75
P value 0,03 0,03 0,03 0,13 P value 0,04 0,01 0,04
Mean + 5,248, Mean + 17,64
SD 546,5 5 5,3+4,8 2,60 SD 4,243.6 7 3,7+4,5
10 | miR-34c FC 1 491 18,19 5,5 7,37 FC 1 8,59 32,9 7,56
p value 0,02 0,001 0,01 0,01 p value 0,004 0,001 0,02
Mean + 49+5, | 18,242 Mean + 32,949
SD 6 9.1 5,5+6 7,40 SD 8,6+6,2 5 7,6+15,8
11 rln(;i{_—l— FC 1 41,66 | 92,74 33,12 1,74 FC 1 3,28 3,5 4,5
P value 0,001 | 0,001 0,001 0,44 P value 0,04 0,04 0,04
Mean + 41,747 | 927+2 Mean +
SD 9.6 08.8 33,1+51,6 1,70 SD 3,3+7,5 3,548 | 4,5+13,8
miR-
12 1012 FC 1 0,82 4,68 0,63 0,51 FC 1 1 5,58 1,14
P value 0,063 0,02 0,11 0,052 P value 1 0,01 0,26
Mean + 0,8+0, Mean +
SD 5 4,749 0,6+0,3 0,5+0 SD 1+1,2 5+11,9 | 1,1£1,2
13 | miR-124 FC 1 1,15 3,14 1,28 2,63 FC 1 0,34 0,38 0,2
P value 0,75 0,04 0,69 0,04 P value 0,042 0,041 0,54
Mean + 1,1£0, Mean + 0,440,
SD 6 3,1+5 1,3+0,9 2,60 SD 0,3£0,6 7 0,2+0,4
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Cizelge 3.6.(devam) miRNA ifadelenme ve metilasyon seviyeleri ile gleason
skorlama duzeyinin kontrol, PCa ve Met-PCa hasta kanlarindaki
iligkileri. Istatistiksel olarak anlamli bulunan deg@erler bold font olarak

gosterilmigtir (p<0.05).

14 miR-126 FC 1,32 2,73 4,89 1,23 FC 2,66 7,46 2,02
P value 0,09 0,06 0,03 0,13 P value 0,051 0,034 0,074
Mean + 1,32, | 2,744, Mean +
SD 5 6 4,9+8 1,240 SD 2,7+3.8 7,514 | 2+£2,6
15 miR-140 FC 0,55 1,01 0,83 0,81 FC 0,65 291 0,61
P value 0,1 0,1 0,1 0,1 P value 0,14 0,043 0,11
Mean + 0,6+0, Mean + 2,9+4,
SD 4 1+1,6 1+0,8 0,8+0 SD 0,6+0,9 5 0,6+0,7
16 miR-143 FC 291 16,67 1,35 7,81 FC 3,44 35,72 7,76
P value 0,062 | 0,001 0,64 0,041 P value 0,098 0,01 0,034
Mean + 2,942, | 16,742 Mean + 35,71
SD 4 9.2 1,4+0,9 7,8+0 SD 3,4+2.9 16.9 7,8+10,2
17 mlRS—;45— FC 0,75 1,92 1,51 1,58 FC 0,88 2,94 0,93
P value 0,32 0,14 0,52 0,51 P value 0,4 0,1 0,5
Mean + 0,70, | 1,943, Mean + 2,946,
SD 5 7 1,5+1,7 1,60 SD 0,9+0,6 3 0,9+1,4
18 | miR-148a FC 11,02 | 62,51 7,93 26 FC 72,38 86,98 27,46
P value 0,01 0,001 0,04 0,02 P value 0,001 0,001 0,001
Mean + 11+11, | 62,5¢1 Mean + 87+15
SD 9 24 7,9£5,6 26+0 SD 72,4+127,5 6.8 27,5455
19 | miR-148b FC 4,1 10,65 3,55 3,42 FC 4,92 10,39 3,09
P value 0,06 0,02 0,06 0,06 P value 0,06 0,1 0,06
Mean + 4,1+2, | 10,63 Mean + 10,4+2
SD 6 1.4 3,6+2,4 3,4+0 SD 4,9+6,8 2.9 345,5
20 miR-152 FC 10 9,21 0,76 18,06 FC 52,5 62,44 23,34
p value 0,002 | 0,002 0,1 0,001 P value 0,001 0,001 0,001
Mean + 10£12, | 9,2+19 Mean + 62,4+1 | 23,4442,
SD 3 1 0,8+1,1 18+0 SD 52,54+43,5 06.5 6
21 mlRS_; 85- FC 23,54 29,3 4,66 21,72 FC 12,45 92,07 16,28
P value 0,001 | 0,001 0,038 0,001 P value 0,001 0,001 0,001
Mean + 23,544 | 29,3+£5 Mean + 92+23 | 16,2436,
SD 0.7 2.6 4,7+£3.9 21,740 SD 12,4+19,7 6.2 9
22 | miR-200a FC 1,91 2,28 2,32 0,8 FC 0,96 4,33 0,9
P value 0,07 0,06 0,058 0,31 P value 0,87 0,04 0,97
Mean + 1,9£2, | 2,344, Mean + 43+13
SD 5 5 2,342 0,8+0 SD 0,9+0,8 2 0,9£0,8
23 | miR-200b FC 4,37 13,21 33 25,13 FC 3,81 4,15 1,43
P value 0,02 0,001 0,038 0,001 P value 0,037 0,024 0,061
Mean + 4.4+5, | 13,242 Mean + 4,145,
SD 4 56 3,3+£3,3 25,140 SD 3,8+3,1 3 1,4+1,8
24 | miR-200c FC 2,51 5,15 2,29 7,4 FC 4,66 13,58 2,59
P value 0,068 | 0,035 0,069 0,021 P value 0,025 0,01 0,054
Mean + 5,1£7, Mean + 13,612
SD 2,542 5 2,3+1,9 7,4+0 SD 4,7+3,6 32 2,6£3.5
25 miR-221 FC 3,06 8 2,09 4,65 FC 25,12 15,7 8,61
P value 0,04 0,01 0,03 0,03 P value 0,001 0,001 0,01
Mean + Mean + 15,712
SD 3+3,2 | 8485 2+1,5 4,60 SD 25,1443 9 8,6+£13,7
26 miR-222 FC 199,68 | 4,45 56,2 192,89 FC 30,04 201,18 22,51
P value 0,001 0,16 0,01 0,001 P value 0,02 0,001 0,02
Mean + 199,7+ | 4,410 Mean + 201,1+ | 22,5461,
SD 608.4 5 56,2+96,6 | 192,9+0 SD 30+38,2 638.5 5
27 miR-217 FC 1,46 4,74 1,44 2,93 FC 4,07 7,87 3,16
P value 0,09 0,03 0,09 0,05 P value 0,03 0,02 0,04
Mean + 1,50, | 4,7£7, Mean + 7,912
SD 9 3 1,4+0,8 2,940 SD 4+3.4 3 3,1+4,3
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Cizelge 3.6.(devam) miRNA ifadelenme ve metilasyon seviyeleri ile gleason

skorlama duzeyinin kontrol, PCa ve Met-PCa hasta kanlarindaki
iligkileri. Istatistiksel olarak anlamli bulunan degerler bold font olarak
gosterilmigtir (p<0.05).

28 miR-301 FC 1 0,94 4,24 3,38 2,12 FC 1 2,9 6,52 2,59
P value 0,87 0,048 0,049 0,051 P value 0,068 0,02 0,07
Mean + 0,9+0, | 4,245, Mean + 6,5+11
SD 6 7 3,8+4,8 2,1+0 SD 2,9+2.6 4 2,6+5,3
29 miR-342 FC 1 3,93 3,58 1,6 1,46 FC 1 4,87 7,06 4,37
P value 0,24 0,24 0,64 0,64 P value 0,04 0,02 0,04
Mean + 3,943, | 3,6%6, Mean +
SD 6 3 1,6+2,5 1,5+0 SD 4,9+7,8 749,7 | 4,4+6,8
30 miR-506 FC 1 0,61 2,39 0,91 1,04 FC 1 0,57 1,29 0,57
P value 0,4 0,1 0,5 0,1 p value 0,3 0,21 0,2
Mean + 0,60, | 2,4+£3, Mean + 1,3£2,
SD 7 4 0,9+0,9 1+0 SD 0,6+0,5 4 0,6+0,7
Metilasyon
miR-34a-
1 5 FC 28,63 11,85 | 10,75 32,07 1,29 FC 28,6 12,02 19,83 18,76
p
P value 0,038 | 0,034 0,059 0,001 P value 0,03 0,04 0,04
Mean + | 28,6+27, | 11,8+1 | 10,7+1 Mean + 19,842 | 18,8+19,
=+, =+ =+
SD 3 4,6 0,7 32£50,7 1,30 SD 1249.8 1,7 2
2 miR-34b/c FC 10,33 0,86 5,97 39,98 0 FC 10,3 1,59 4,37 7,69
P value 0,001 0,02 0,01 - P value 0,001 0,04 0,089
Mean+ | 10,3£10, Mean + 4,443,
+ =+ == = =+,
D 3 0,9+1 | 6+9,7 40+55,9 0 SD 1,6+1,2 g 7,7+8,7
3 miR-101-2 FC 9,01 4,94 10,3 14,53 3,04 FC 9,01 7,37 5,38 7,1
P value 0,03 0,13 0,041 0,024 P value 0,052 0,041 0,048
Mean + 4,9£5, | 10,32 Mean + 5,4+5
" ,9ES, s " L " A4ES, "
D 9+7,3 - 11 14,5+24,6 3+0 D 7,4+6,4 5 7,1+8,4
4 miR-126 FC 8,74 6,4 7,84 1,9 3,41 FC 8,74 6,5 52 6,03
P value 0,13 0,11 0,03 0,04 P value 0,13 0,095 0,12
Mean + 6,446, | 7,8+6, Mean + 5,244,
E= + == =+, =+
D 8,7+6,4 ] 4 1,941 3,440 D 6,545 5 6+5,4
5 miR-140 FC 6,97 5,84 3,13 4,11 0 FC 6,97 9,14 21,99 6,92
P value 0,62 0,08 0,12 - P value 0,12 0,001 0,62
Mean + 3,1+6, Mean + 22429,
+ == + + +
D 7+10 5,846 9 4,1+£5,9 0 D 9,1+18,6 - 6,9+11,9
6 miR-148a FC 20,87 8,65 11,99 13,26 0,69 FC 20,8 5,52 9,55 8,98
P value 0,035 | 0,048 0,027 0,001 P value 0,01 0,01 0,01
Mean + | 20,9£18, | 8,6+11 | 12+15, Mean + 9,6+7,
=+ =+ =+, +.
D s s 3 13,320 0,7+0 SD 5,543,9 5 9+8,2
7 miR-152 FC 19,77 14,17 | 12,72 11,41 6,61 FC 19,7 10,4 13,14 12,85
P value 0,3 0,3 0,3 0,01 P value 0,04 0,1 0,1
Mean + 14,249 | 12,7£7 Mean + 13,1+8
=+ =+ = =+ +
D 19,8+9,7 s 4 11,4444 6,6+0 SD 10,4442 2 12,8+6
8 mlRS—185— FC 10,74 8,99 5,8 6,62 3,94 FC 10,7 9,31 9,6 6,11
p
P value 0,59 0,044 0,042 0,03 P value 0,54 0,54 0,55
Mean + 5,844, Mean + 9,6+8,
=+ -+ + = + E=
D 10,7+8,3 | 949,2 3 6,6+1,6 3,940 D 9,3+£7,2 6 6,1+4,6
9 miR- FC 8,63 2,88 2,15 1,71 1,05 FC 8,63 24,36 12,42 5,34
200a/b , 5 5 > A , s 8 >
P value 0,001 | 0,001 0,001 0,001 P value 0,001 0,001 0,03
Mean + 2,944, | 2,1£1, Mean + 12,4+1
== + =+ B E=
D 8,6+7,7 9 s 1,7+1,7 1+0 SD 24,3+40,2 7.1 5,344,1
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Cizelge 3.7. miRNA ifadelenme ve metilasyon seviyeleri ile T evreleme diizeyinin
kontrol, PCa ve Met-PCa hasta kanlarindaki iliskileri. Istatistiksel olarak
anlamli bulunan degerler bold font olarak gosterilmigtir (p<0.05).

Met-
PCA PCA
Epi-
miRNA Kontrol T2 T3 Kontrol T3 T3/4 T4
1 | miR-21 FC 1 3,19 11,55 FC 1 6,47 6,44 103,44
P value 0,013 0,001 | Pvalue 0,002 0,002 0,0001
Mean £ 30454 11,6422 | Mean 6,5+83 6,459 | 103,4+218,7
<D 245, X D 548, 445, ; ,
2 m‘Ri%a' FC 1 2,11 0,88 FC 1 0,65 0,82 2
P value 0,018 0,06 P value 0,047 0,065 0,042
Mean + Mean +
b 2,1=4 0,9+0,8 b 0,7+0,96 0,8+0,9 243,1
3 m‘Ré%a' FC 1 3,87 3,46 FC 1 4,51 3,09 112,39
P value 0,01 0,01 P value 0,01 0,01 0,0001
Mean + Mean +
o 39484 3,543.6 b 4,642 31432 | 112,442483
4 | miR-26b FC 1 6,4 429 FC 1 6,59 8,73 27,54
P value 0,01 0,01 P value 0,01 0,01 0,001
Mean + Mean £+
D 6,4+13,6 4,3+6,8 = 6,6<15,1 8,74182 | 27,5374
5 | miR-29a FC 1 2,36 1,38 FC 1 1,17 0,91 15,65
P value 0,03 0,03 P value 0,055 0,054 0,001
Mean + Mean +
ke 2,4+6 1,416 D 12415 0,9+1,2 15,7+34,3
6 | miR-29b FC 1 1,31 2,77 FC 1 1,73 1,38 12,08
P value 0,03 0,01 P value 0,03 0,02 0,01
Mean + Mean +
b 1,3+1,4 2,843,2 o 1,743,7 1,412 12,1424,7
7 | miR-29¢ FC 1 43,04 11,48 FC 1 8,54 271,81 2,81
P value 0,01 0,01 P value 0,01 0,001 0,02
o £ 4381572 | 1142196 | Mo * 8,5425,6 | 271,8£1204,6 | 2,8+2,1
SD SD
8 m1125-§4a- FC 1 5,03 6,47 FC 1 6,98 6,14 28,55
P value 0,01 0,01 P value 0,01 0,01 0,01
Mean + Mean +
b 59,1 6,5+10,1 oD 7482 6,1£7,5 28,6+50,6
9 | mir-34b FC 1 6,17 3,36 FC 1 4,68 4,64 43,02
P value 0,01 0,01 P value 0,01 0,01 0,001
Mean + Mean +
b 6,248,6 3,442,9 b 4,758 4,6+7,1 43+82,7
10 | miR-34c FC 1 10,97 10,85 FC 1 8,26 8,91 82,84
p value 0,001 0,001 | pvalue 0,001 0,001 0,001
Mean £ 11423,8 10,0+14,6 | Mean= 8,4+7,1 8,9+12,6 | 82,8+172,7
<D , ,9+14, D AT, 912, , ,
11 m‘R'l'wl' FC 1 65,51 52,79 FC 1 0,57 3,63 10,64
P value 0,0001 0,0001 | P value 0,05 0,02 0,001
Mean £ 6561814 | 52.8e71 | Meand 0,6+0,8 3,648,1 10,6+21,2
<D . ) . D ,60, ,6+8, L6421,
12 ““R;Ol' FC 1 2,28 2,79 FC 1 1,35 1,65 10,6
P value 0,028 0,031 P value 0,071 0,059 0,012
Mean + Mean +
o 2,363 2,8+63 oD 1,414 1,718 10,6+21,6
13 | miR-124 FC 1 1,91 2,38 FC 1 0,49 0,22 0,41
P value 0,021 0,017 P value 0,001 0,001 0,001
Mean + Mean +
oD 1,943,6 2.4+32 oD 0,5+0,8 0,240,5 0,4+0,7
14 | miR-126 FC 1 1,78 324 FC 1 5,38 2.4 12,32
P value 0,03 0,01 P value 0,01 0,01 0,002
Mean + Mean +
b 1,843,7 3,245 b 54489 2,442.6 12,323,1
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Cizelge 3.7. (devam) miRNA ifadelenme ve metilasyon seviyeleri ile T evreleme
duzeyinin kontrol, PCa ve Met-PCa hasta kanlarindaki iligkileri.
istatistiksel olarak anlamh bulunan degerler bold font olarak
gosterilmigtir (p<0.05).

15 | miR-140 | FC 1 0,63 1,05 FC 1 2,47 0,87 3,07
P value 0,06 0,12 | Pvalue 0,04 0,052 0,01
Mean + Mean +
b 0,612 11 b 2,542 0,941 3,145,3
16 | mir-143 FC 1 7,41 11,31 FC 1 6,33 4,45 106,48
P value 0,001 0,001 | P value 0,001 0,001 0,0001
Mean £ 7,4420,3 11,3420,8 | Mean= 6,348,3 4,5+4 106,54+205,6
SD SD
17 ““RS';“' FC 1 1,73 1,03 FC 1 1,48 0,97 5,98
P value 0,03 0,12 P value 0,01 0,062 0,01
Mean + Mean +
b 1,743, 10,9 b 1,525 1£1,1 6+12
18 | miR-148a | FC 1 46,45 15,09 FC 1 68,14 47,58 138,83
P value 0,001 0,001 | Pvalue 0,001 0,001 0,001
Mgﬁ‘;‘ * 46,4+1492 15,1 18,2 68,1:103,6 | 47,6+89,7 | 138,8+261,6
19 | miR-148b | FC 1 9,32 3,26 FC 1 5,82 3,7 22,12
P value 0,01 0,01 P value 0,01 0,01 0,001
Mean + Mean +
oD 9,3+26,6 3,745,3 b 5,846,4 37453 22,1440,9
20 | miR-152 FC 1 5,89 13 FC 1 25,6 52,92 80,15
p value 0,001 0,001 | pvalue 0,001 0,001 0,001
e 5,948,8 13420,5 | Mean 25,6+38,8 | 52,9+74.3 80,2132
SD SD
21 ““RS';“' FC 1 32,22 11 FC 1 22,94 57,49 41,6
P value 0,001 0,001 | P value 0,001 0,001 0,001
Mgﬁ‘; * 32,2453,7 11£10,5 M‘;‘; * 22,0+452 | 57,5:1934 | 41,6480,2
22 | miR-200a | FC 1 1,82 2,46 FC 1 0,9 0,98 11,62
P value 0,048 0,042 | Pvalue 0,12 0,23 0,021
Mean + Mean +
b 1,843,5 2,52 4 b 0,913 10,9 11,6£23,5
23 | miR200b | FC 1 9,24 8,55 FC 1 4,18 2,31 5,64
P value 0,01 0,01 P value 0,01 0,01 0,01
Mean + Mean +
o 924222 8,6+8,8 o 42+45 23427 5,673
24 | miR-200c | FC 1 3,29 4,67 FC 1 4,73 6 21,64
P value 0,02 0,02 P value 0,01 0,01 0,001
Mean + Mean +
b 3,3%6,1 4,743 4 b 4,748 6+6,3 21,6+42,1
25 | miR-221 FC 1 3,54 7,64 FC 1 23,32 10,62 28,58
P value 0,01 0,01 P value 0,001 0,001 0,001
Mean + Mean +
b 3,5%4,7 7,68 b 2334427 | 10,6:164 | 28,6+50,4
26 | mirR-222 FC 1 147,07 20,12 FC 1 2732 44,62 3,35
P value 0,0001 0,001 | Pvalue 0,0001 0,001 0,01
Mgﬁ‘;‘ * 147,1£495,4 | 20,160,7 Mg‘g * 273,24804,9 | 44,6+95,6 34457
27 | mir-217 FC 1 2,71 4,09 FC 1 43 4,38 12,09
P value 0,01 0,01 P value 0,01 0,01 0,01
Mean + Mean +
b 2,244,1 4,116 4 b 435 4,443.9 12421,9
28 | miR-301 FC 1 2,6 3,1 FC 1 3,18 3,38 10,87
P value 0,01 0,01 P value 0,01 0,01 0,002
Mean + Mean +
b 2,6+4,8 3,143,7 b 30438 34142 10,9+20,6
29 | miR-342 FC 1 1,92 5,62 FC 1 9,91 4,19 2,87
P value 0,01 0,01 P value 0,01 0,01 0,01
Mean + Mean +
b 1,942.2 5,66,6 b 9,9+12,9 42456 2,943.2
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Cizelge 3.7. (devam) miRNA ifadelenme ve metilasyon seviyeleri ile T evreleme
PCa ve Met-PCa hasta kanlarindaki iligkileri.
bulunan degerler

_dUzeyinin kontrol,
Istatistiksel
gosterilmigtir (p<0.05).

olarak anlamli

bold font olarak

30 | miR-506 FC 1 1,44 1,45 FC 1 0,69 0,58 2,59
P value 0,06 0,06 P value 0,07 0,05 0,04
Mean + Mean +
SD 1,4+£2,5 1,5+2,3 SD 0,7+0,7 0,6+0,6 2,64
Metilasyon
1 miR-34a- FC 28.63 19,04 9,59 FC 28,63 11,28 18,93 21,53
5p
P value 0,001 0,001 P value 0,001 0,001 0,001
+ + -+ + + + +
Mean 28.64273 9,6+12,6 194274 Mean 11,3+10,6 18,9+20,4 21,5+18,9
SD SD
2 miR- FC 1033 0,47 16,93 FC 10,33 3,26 4,1 8,95
34b/c
P value 0,001 0,001 P value 0,001 0,001 0,002
Mean + 0,5+0,4 16,9427 Mean + 3,3+2.3 4,1£5,6 949,6
10,3+10,3
SD SD
3 mlR;Ol— FC 9.01 3,46 15,74 FC 9,01 7,72 5,44 9,83
P value 0,001 0,001 P value 0,001 0,001 0,13
Mean + 047 3 3,544,5 15,7+23,8 | Mean + 7,7£5,4 5,4+6,3 9,8+10
SD ? SD
4 miR-126 FC 8,74 5,82 7,21 FC 8,74 7,29 4,88 7,4
P value 0,001 0,001 P value 0,01 0,001 0,01
Mean + 5,8£5,6 7,246,6 Mean + 7,3+4,9 4,9+4,8 7,445
8,7+6,4
SD SD
5 miR-140 FC 6,97 3,95 5,1 FC 6,97 9,55 15,88 11,06
P value 0,001 0,001 P value 0,001 0,001 0,001
Mean + 7410 4+£5.6 5,1£7,8 Mean + 9,6+11,8 15,9+27,3 11£17
SD SD
6 miR-148a FC 20,87 6,25 16,51 FC 20,87 6,84 8,95 7,58
P value 0,001 0,001 P value 0,001 0,001 0,001
+ + + + + + +
Mean 20.9+18.5 6,249,2 16,5+17,5 | Mean 6,8+5,4 8,9+7,9 7,6+4.,9
SD SD
7 miR-152 FC 19,77 14,11 11,08 FC 19,77 9,72 13,34 12,27
P value 0,001 0,001 P value 0,001 0,001 0,001
Mean + 14,1£9,5 114 Mean + 9,743.3 13,3+7,2 12,2+7,6
19,8+9,7
SD SD
8 miR-185- FC 10.74 7,36 8,82 FC 10,74 9,66 7,25 11,77
Sp
P value 0,001 0,001 P value 0,001 0,001 0,001
Mean + 7,3+7,7 6,84+4,6 Mean + 9,7+8,2 7,245.4 11,8+11,4
10,7+8,3
SD SD
9 miR- 1,51 3,59 8,63 17,07 12,57 6,44
200a/b FC 8,63 FC
P value 0,001 0,001 P value 0,001 0,001 0,003
Mean + 86477 1,5£1,5 3,644,6 Mean + 174£27,3 12,6+23,7 6,4+4.5
SD T SD
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Cizelge 3.8. DNMT1, DNMT3a, DNMT3b, PTEN, NKX3.1 gen ifadelenme
duzeylerinin kontrol, PCa ve Met-PCa gruplari arasindaki uglu
karsilastirilmasi (Kruskal-Wallis-H testi sonuglari). istatistiksel olarak
anlamli bulunan degerler bold font olarak gosterilmigtir (p<0.05).

Kruskal Wallis H Test (Kontrol, PCa ve Met-PCa)

LgDNMT1 LgDNMT3a | LgDNMT3b | LgPTEN | LgNKX3_1

Chi-Square 34,544 8,447 11,447 6,018 1,64

Asymp.

si 0,0000 0,0150 0,0030 0,0490 0,4400
ig.
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Sekil 3.1. Kontrol, PCa ve Met-PCa gruplarinin DNMT1, DNMT3a, DNMT3b, PTEN,
NKX3.1 gen ifadelenme duzeylerinin karsilastirimasi sonucunda elde
edilen kutu grafigi (box-plot).
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Cizelge 3.9. Kruskal-Wallis-H testi ile anlamli bulunan DNMT1, DNMT3a, DNMT3Db,
PTEN genlerinin ifadelenme seviyelerinin gruplar arasi farklihgini
goOsteren Post Hoc Test sonugclari

Post Hoc Test
Tamhane
Dependent Variable GROUP GROUP Mean Difference Std. Error Sig.
LgDNMT1 control PCa -3,63700000* 0,4812 0,000
MET PCa -3,05304957* 0,4801 0,000
PCa control 3,63700000%* 0,4812 0,000
MET PCa 0,58395043 0,4015 0,388
MET PCa control 3,05304957* 0,4801 0,000
PCa -0,58395043 0,4015 0,388
LgDNMT3A control PCa 1,57846667* 0,5255 0,013
MET PCa 1,16456752 0,5022 0,071
PCa control -1,57846667* 0,5255 0,013
MET PCa -0,41389915 0,4952 0,791
MET PCa control -1,16456752 0,5022 0,071
PCa 0,41389915 0,4952 0,791
LgDNMT3B control PCa 1,29013333* 0,4285 0,013
MET PCa 1,05135897* 0,3609 0,015
PCa control -1,29013333* 0,4285 0,013
MET PCa -0,23877436 0,4159 0,920
MET PCa control -1,05135897* 0,3609 0,015
PCa 0,23877436 0,4159 0,920
LgPTEN control PCa 1,05939316 0,4524 0,069
MET PCa 1,49426667* 0,5732 0,036
PCa control -1,05939316 0,4524 0,069
MET PCa -0,4348735 0,5137 0,786
MET PCa control -1,49426667* 0,5732 0,036
PCa 0,4348735 0,5137 0,786




46

Cizelge 3.10. Kontrol, PCa ve Met-PCa gruplarindaki DNMT1, DNMT3a, DNMT3b
ve PTEN ekspresyon duzeylerinin  PSA seviyelerine gore
kargilagtirmali analizi. Istatistiksel olarak anlamli bulunan degerler

bold font olarak gosterilmistir (p<0.05).

PCA Met-PCA

PSA Kontrol <10 >10 Kontrol <20 >20
DNMTI FC ! 19,56 6,08 FC ! 22,95 6,69
P value 0,005 0,014 P value 0,001 0,000

Mean + SD 1050603 | 6i0402 | Mean=SD 2340,504 | 740,500
DNMT3A FC ! 0,59 026 FC 1 1,90 0,83
P value 0,371 0,146 P value 0,154 0,817

Mean + SD 0,6£1,099 | 0,3£1429 | Mean+SD 240,746 | 0,8+0,697
DNMTB FC ! 0,69 041 FC ! 1,15 0,67
P value 0,805 0,838 P value 0,534 0,092

Mean + SD 0,741,587 | 04%1,776 | Mean+SD 111,229 | 0,7+1,199
PTEN FC ! 0,75 047 Le ! 1,04 1,58
P value 0,955 0,874 P value 0,636 0,806

Mean + SD 0,8£0,957 | 0,541,096 | Mean +SD 120,422 | 1,640,423

FC: Fold Change (Katsay1 Degisimi); SD: Standart Deviation (Standart Sapma)

Cizelge 3.11. Kontrol, PCa ve Met-PCa gruplarindaki DNMT1, DNMT3a, DNMT3b
ve PTEN ekspresyon duzeylerinin Gleason Skoruna gore
kargilagtirmali analizi. Istatistiksel olarak anlamli bulunan degerler

bold font olarak gosterilmistir (p<0.05).

PCa Met-PCa
Gleason Kontrol 6 7 8 10 Kontrol 8 9 10
Skore
DNMT1 FC 1 15,41 18,83 15,16 24,74 FC 1 17,75 18,29 21,74
P value 0,003 0,003 0,066 0,081 P value 0,00 0,00 0,00
Mean + SD 15+0,496 | 19+0,578 | 150,778 | 25+1,817 | Mean + SD 18+0,566 18+0,49 | 22+0,524
DNMT3A FC 1 0,53 0,52 0,53 0,33 FC 1 0,30 1,89 2,58
P value 0,36 0,241 0,215 0,433 P value 0,22 0,65 0,43
Mean + SD 0,5+1,099 | 0,5+1,176 | 0,5+1,482 | 0,345,274 | Mean + SD 0,3+0,774 (1,940,691 |2,6+0,709
DNMTB FC 1 0,63 0,64 0,52 0,56 FC 1 0,34 1,18 1,48
P value 0,854 0,882 0,969 0,65 P value 0,16 0,13 0,26
Mean + SD 0,6+1,491|0,6+1,504 | 0,5+1,748 | 0,6+5,56 | Mean + SD 0,3+1,263 (1,241,197 | 1,5+1,206
PTEN FC 1 0,72 0,68 0,73 0,44 FC 1 0,41 2,00 0,74
P value 0,885 0,929 0,932 0,983 P value 0,91 0,99 0,94
Mean + SD 0,740,917 | 0,740,949 | 0,7+1,211 | 0,442,278 | Mean * SD 0,440,452 | 2+0,404 |0,7+0,408

FC: Fold Change (Katsayi Degisimi); SD: Standart Deviation (Standart Sapma)
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Cizelge 3.12. Kontrol, PCa ve Met-PCa gruplarindaki DNMT1, DNMT3a, DNMT3b
ve PTEN ekspresyon duzeylerinin TNM evreleme sistemine gore
karsilastirmali analizi. Istatistiksel olarak anlamh bulunan degerler
bold font olarak gosterilmistir (p<0.05).

PCA Met-PCA
T Evre Kontrol T2 T3 Kontrol T3 T3/4 T4
DNMT1 FC 1 18,31 16,04 FC 1 10,41 24,66 10,55
P value 0,002 0,003 P value 0,000 0,000 0,006
Mean + SD 180,472 | 16+0,618 | Mean + SD 10,440,581 | 24,660,517 | 10,640,508
DNMT3A FC 1 0,55 0,53 FC 1 0,28 2,29 1,37
P value 0,255 0,374 P value 0,071 0,768 0,805
Mean + SD 0,5+1,117 | 0,5+1,156 | Mean + SD 0,3+0,812 | 2,320,714 | 1,4+0,833
DNMTB FC 1 0,74 0,50 FC 1 0,43 1,31 0,96
P value 0,889 0,804 P value 0,451 0,127 0,261
Mean + SD 0,7+1,46 | 0,5+1,518 | Mean + SD 041,274 | 1,3+1,206 1£1,32
PTEN FC 1 0,76 0,62 FC 1 2,83 0,61 0,49
P value 0,953 0,678 P value 0,389 0,762 0,792
Mean + SD 0,8£0,932 | 0,640,97 | Mean % SD 2,8+0,499 | 0,6£0,468 | 0,5+0,527

FC: Fold Change (Katsay1 Degisimi); SD: Standart Deviation (Standart Sapma)

Epi-miRNA’lar ve hedef genleri arasindaki lineer regresyon analiz

Cizelge 3.13. _
sonuglari. Istatistiksel olarak anlamli bulunan degerler bold font

olarak gosterilmistir (p<0.05).

Epi-miRNA’larin P Degerleri Gen
= Genler | miR-34b miR-34¢ miR-148a | miR-152 | miR-200a | miR-200b DNMT1
% DNMTI | 0,004 0,034 0,001 0,009 0,011 0,002
‘3 DNMT3a | 0,37 0,01 0,042 0,156 0,67 0,951
£ | DNMT3b | 0,043 0,023 0,007 | 0,022 0127 | 0305
PTEN 0,058 0,037 0,008 0,004 0,918 0,835 0,089
Genler | miR-34b miR-34¢ miR-148a | miR-152 | miR-200a | miR-200b DNMT1
é £ | DNMTIL | 0951 0,127 0,016 0,002 0,979 0,001
= 5 DNMT3a | 0,856 0,283 0,018 0,004 0,404 0,015
=~ | DNMT3b | 0,057 0,054 0,002 0,007 0077 | 0,001
PTEN 0,881 0,667 0,003 0,004 0,578 0,039 0,0001
é Genler | miR-34b miR-34¢ miR-148a | miR-152 | miR-200a | miR-200b DNMT1
3 DNMT1 | 0,609 0,624 0,812 0,211 0,089 0,141
§ DNMT3a | 0,107 0,223 0,942 0,054 0,199 0,763
E DNMT3b | 0,06 0,051 0,578 0,261 0,05 0,86
PTEN 0,907 0,097 0,951 0,78 0,167 0,272 0,479
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5. TARTISMA

miRNA ekspresyon profillerindeki dedisiklikler, tUmor progresyonu ve geligimi,
proliferasyon ve invazyon dahil pek ¢ok histopatolojik 6zellik igin biyobelirte¢ olarak
kullanilabilmektedir [61]. Biyobelirtegler, belirli bir kanser turinde en etkili tedavi
yontemlerini degerlendirebilmek ve kanserin uzun vadeli sUrecini veya tekrarlama
ihtimalini dngérmede oldukga faydali bulunan araglardir. Yeni bir miRNA sinifi
olarak kabul edilen epi-miRNA’lar, epigenomda yer alan duzenleyicileri hedef alarak
epigenomu kontrol edebilir. Bu duzenleyiciler icerisinde yer alan enzimlerin
ekspresyonunda gergeklesen sapmalar, kanser progresyonuna neden
olabilmektedir [62].

Epi-miR-34 ailesinin U¢ Uyesi bulunmaktadir (miR-34a, miR-34b ve miR-34c) ve bu
uc uyeden ikisi (miR-34b/c) ayni lokusu paylasmaktadir [63-65]. Yapilan bir
calismada prostat kanserinde epi-miR-34a’nin, JAG1/NOTCH1 sinyal yolagini direk
olarak baskilayarak paklitaksel direncini azalttigi gosterilmigtir [66]. Ma ve
arkadaslarinin 2019 yilinda yapmis oldugu ¢alismada, prostat kanseri hucrelerinde,
uzun kodlamayan RNA olan (Inc-RNA) DANCR'in miR-34a-5p/JAG1 sinyalini hedef
alarak dosetaksel direncine neden oldugu gosterilmistir [67]. Yine ayni ¢calismada
prostat kanseri kemoterapisinin regulasyonunda miR-34a-5p'nin 6nemli rol oynayor
olabilecegi belirtiimistir. Prostat kanseri hastalarinin plazmalarinda miR-34a ve
34b’nin ekspresyon seviyelerinin istatistiksel olarak onemli artiglar gosterdigi
bulunmustur. Yine serum PSA seviyesi ve Gleason skorunun miR-34a’nin
ekspresyon seviyesi ile karsilastirildiginda orta dereceli bir korelasyon gosterdigi
bulunmustur [68]. Hasakova ve arkadaglarinin 2019 yilinda yapmis oldugu
calismada, miR-34a ekspresyonunun, kanser dokusunda up-regule edildigi ve bu
yuksek miR-34a ekspresyonun hastalarin hayatta kalma sureci ile iligkili oldugu
gOsterilmistir [69]. Calismamizdaki hasta gruplarinin her ikisinde de (PCa ve Met-
PCa) epi-miR-34a-5p ekspresyon seviyesinde kontrole gore istatistiksel olarak
anlaml artig bulduk. Bu artisin da GS ve tumor evresi ile iligkili oldugunu bulduk.
Epi-miR-34b/c’nin ise, tum klinikopatolojik karakterler ile iligkili oldugunu bulduk. Bu
epi-miRNA'larin 6nemli dlgude artmig olarak buldugumuz ekspresyon seviyelerinin,

yine buldugumuz azalmis metilasyon yuzdeleri ile de bulgularimiz desteklenmistir.
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Epi-miR-101, iki lokus tarafindan kodlanan (miR-101-1 ve miR-101-2) ve pek ¢ok
kanser arastirmalari sirasinda down-regule edildigi i¢in timor stipresor olarak kabul
edilen bir epi-miRNA sinifidir [70-72]. Epi-miR-101'in pek c¢ok faktorden
etkilendiginden, downstream yolda hedefleri ¢ok fazladir [71]. Caligilan pek ¢ok
kanser turunde, epi-miR-101, bir timor supresor olarak belirtiimigtir. Ancak bazi
prostat kanseri ile yapilan galismada, epi-miR-101’in up-regule olarak bulundugu
gOsterilmistir [73]. Biz calismamizda, miR-101-2 ekspresyon seviyesinde dnemli bir
artis bulduk ve bu artigin GS ve tumor evresi korelasyonu ile iligkili oldugunu bulduk.
Ayrica, promotor metilasyon yuzdelerinde buldugumuz 6nemli azalma, ekspresyon
seviyesindeki bu artigla tutarliydi. Farkh vucut sivilarindan ya da dokulardan izole
edilen miRNA'larin gosterdigi farkli ekspresyon seviyelerine ve prognostik rollere
sahip olabilecegi dusunuldugi zaman, epi-miRNA'larin biyobelirte¢ olarak
kullaniimasi igin klinik dizeyde daha fazla ¢alisma yapilmasi dnemlidir.

Literatir taramasinda, epi-miR-126'nin bir tUmor supresor gibi haraket ettigini
gOsteren az galisma vardir [74, 75]. Biz calismamizda PCa ve Met-PCa her iki hasta
grubunda da GS/tumor evrelemesi ile epi-miR-126'nin  ekspresyon seviyesi
arasinda hem orantili hem de klinik olarak anlamli artis gozlemledik. Bizimle uyumlu
olarak Watahiki ve arkadaslarinin (2013) yapmis oldugu calismada, kastrasyon
direngli prostat kanseri (CRPC)'li hastalardan alinan plazma orneklerinde, epi-miR-
126'nin  ekspresyon seviyesinin kontrol grubuna gore up-regule edildigi
gOsterilmistir. Ayni ¢calismada, epi-miR-126’nin yani sira miR-152'nin de metastatik
evrede up-regule edildigini gostermislerdir [76]. Epi-miR-152'nin ekspresyon
seviyesi ile ilgili bulgularimiz Watahiki ve arkadaslarinin sunduklari verilerle
uyumluluk gostermektedir. Bununla birlikte, mide kanseri (GC) hucre hattinda
yapilan ¢alismalarda da miR-126’nin ekspresyon seviyesi yuksek bulunmustur [77,
78]. Benzer sekilde, Hu ve arkadagslarinin sindirim sistemi kanserlerinde (DSC)
yapmis olduklari galismada miR-126’nin bazi DSC'lerde onkojen olarak da hareket
edebilecegini ve iglevine bakilmaksizin, duzenleyici etkilerini farkli hedef genler ve
duzenleyici yollarla gosterebilece@i gosterilmistir [79]. Ayni calismada miR-126'nin
DSC agi uzerindeki 6nemi ve karmasikligi goz 6nunde tutuldugunda, klinik rolinu
tanimlamak ve farkh kanser turlerininde nasil rol aldigini bulmak igin miR-126'nin
daha fazla arastiriimasinin 6nemi vurgulanmistir. Batan bu verilere ek olarak, epi-

miR-126'nin promoter metilasyon seviyesinde gozlemledigimiz dugus, ekspresyon
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seviyesindeki artisi desteklemektedir. Bu durum, literatirde belirtilien epi-miR-
126'nin prostat kanserinde bir tumor supresor olarak kabul edilebilirligini tartismali
hale getirmektedir.

Erken evre, ileri evre ve kastrasyona direngli prostat kanseri hicre hatlarinda
yapilan bir galismada, epi-miR-140’In ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak
artis oldugu gosterilmistir [80]. Liu ve arkadaslarinin galismasinda (2019), prostat
doku orneklerinde miR-140 down-regule oldugu bulundu [81]. Bulgularimiz, timor
evresiyle artan ekspresyon seviyesi ve buna paralel olarak promoter metilasyon
yuzdelerinin azalmasina bagli, miR-140'in lokal/lokal ileri ve metastatik prostat
kanserli hastalari takipte prognostik bir onko-miR biyobelirte¢ adayi olabilecegini
gOsterdi.

Prostat kanserinin erken, etkili tani ve tedavisinde kullanilabilecek aday
biyomarkerlarin bulunabilmesi icin pek gok miRNA profilleme ¢alismasi yapiimigtir.
Onkogenezisin molekuler yolaginda yer alan ve énemli suregleri yoneten epi-miR-
148a’'nin bazi kanser turlerinde ekspresyonunun bozuldugu bulunmustur. Ayni
zamanda miR-148a’'nin bazi kanserlerde tumoOr supresor etki gosterdigi de
bulunmustur. Yani onkojenik veya tumor supresor olarak tanimlanabilir. miR-148a
farkh kanserlerde farkli ekspresyon gosterdigi icin bu konuda daha fazla galisma
gerektigine dikkat cekilmigtir [82]. Szczyrba ve arkadaslari PCa’da miRNA
profillemesine bakmis ve miR-375 icin yaklasik 9 kat, miR-148a icin 5 kat ve miR-
200c igin 4-5 kat up-regule oldugunu bulmustur [70]. Benzer sekilde prostat kanseri
dokusunda yapilan bir galismada miR-148a’nin up-regule oldugu gosterilmigtir [83].
Bir diger calismada, miR-148a’nin, NF-kB ve Stat3 araciligiyla sinyal yolu iletimini
baskilayan dolayl bir tumor supresor gorevi yaptigi bulunmustur [84]. Dybos ve
arkadaslarinin 2018 yilindaki g¢alismasinda, artmis serum miR-148a-3p
seviyelerinin prostat kanseri ile iligkisi gosterilmigtir [85]. Murata ve arkadaslarinin
yapmis oldugu bir bagka ¢alisma ise miR-148a’'nin, hedef Cand1 ekspresyonunu
baskilayarak LNCaP prostat hicre buyumesini destekleyen androjene duyarl bir
miRNA oldugunu ve PCa’da yeni terapotik hedefler olarak yararli olacagini
gOstermigtir [86]. Biz de galismamizda hem PCa hem de Met-PCa hastalarinda

klinikopatolojik parametreler goz onune alindiginda epi-miR-148a’nin ekspresyon
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seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis bulduk ve bu artis epi-miR-148a'nin

promoter metilasyonundaki istatistiksel olarak anlamli azalis ile desteklendi.

Epi-miR-152 prostat kanserinde ¢ok az calisiimis bir miRNA'dir. Liu ve arkaslari,
bazi kanser hucre hatlari ve timor dokularinda yaptiklari ¢alismada, miR-152'nin
down-regule oldugunu ve bu sebeple de tumor spresor 6zellige sahip olabilecegini
belirtmigtir [87]. Benzer sekilde epi-miR-152'nin prostat kanserinde TGFa'yi
hedefleyerek hlcre gogu ve istilasini inhibe ettigini ve bunun sonucunda bir timor
suipresor gérevi gordigu 6ne sirtlmistir [88]. Ote yandan, Matin ve arkadaslarinin
2018 yilindaki ¢alismasi ile, prostat kanseri hastalarinin plazmasinda miR152-3p
ekspresyonunun up-regule edildigi bulundu [19]. Calismamizda, epi-miR-152'nin
her iki hasta grubumuzda da tum klinik parametrelerle iligkili oldugunu ve
ekspresyon seviyesinde onemli bir artis oldugunu gozlemledik. Bu ekspresyon
seviyesindeki 6nemli artis miRNA promoter metilasyonundaki azalis ile desteklendi.

Literatir taramasinda genellikle miR-185-5p’nin bir tumaor supressor gibi davranan
mMiRNA oldugu ve pek ¢ok kanser tirinde down-regule edildigi bulunmustur [89-91].
Prostat kanseri hucre hatlarinda yapilan bir galismada epi-miR-185-5p’nin, kanser
hdcrelerinde asin ekspresyonunun, ayni anda apoptozu tegvik ederken
anjiyogenezi de inhibe edebilece@i vurgulamistir [92]. Prostat kanserinde yapilan
calismada uzun kodlanmayan RNA olan RNCR3'Un, miR-185-5p'ye baglanarak,
kanserin ilerlemesine destek verdigi gosterilmistir [93]. Kristensen ve arkadaslarinin
2016 yilindaki prostat kanserinde miRNA profillemesi ile yapilan ¢alismasinda Met-
PCa’da miR185-5p ekspresyon seviyesinde artis oldugu ve bu artisin advers
prognoz ile iligkili oldugu bulunmustur [94]. Calismamizda, lokal/lokal ileri ve Met-
PCa ‘li hastalarimizda GS ve tumor evrelemesi ile baglantih epi-miR-185-5p
ekspresyon seviyesinde onemli dlgude artis bulduk. Bu artisin da epi-miR-185-
5p'nin  promoter metilasyonundaki istatistiksel olarak anlaml bir azalma ile
desteklendigini gosterdik.

Yapilan ¢alismalar, miR-200 ailesinin, tumorijenez surecinde 6nemli rol oynadigini
gostermigtir. miR-200'Un aile Uyelerinin Notch, Wnt ve TGF-$ dahil olmak Uzere
farkh sinyal yollarini hedefledigi ve bdylece migrasyon, adezyon, epitelyal-

mezenkimal gegis (EMT) ve anjiyogenezi inhibe ederek agresif timorlerde etkili
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oldugu gosterilmigtir [95]. Guan ve arkadaslarinin yapmis oldugu doku galismasi
miR-200a'nin BRD4/AR sinyal yolu boyunca PCa ilerlemesini baskiladigini gosterdi
[96]. Williams ve arkadaslari miR-200b'nin PCa hucre hatlari ve fare modelindeki
fonksiyonel etkilerini arastirmis ve miR-200b'nin PCa'da EMT, hicre gelisimi ve
metastazi oOnledigini gostermigtir [97]. Bulgularimiz miR-200a/b'nin ikili biyolojik
etkiye sahip oldugunu, erken evrelerde onko-miR gibi davranirken, metastatik
evrede tumor baskilayici gibi davrandigini gostermistir. Bu sonug, tek bir kanser tart
icinde bile, bir miRNA'nin onkojenik veya tumor baskilayici olarak ikili rollerini
vurgulamaktadir. Bu kopyaligin net bir gsekilde anlasiimasi, kanser tedavisinde olasi

miRNA hedeflerinin belirlenmesinde onemlidir.

Promoter metilasyon yuzdesi ve Klinikopatolojik datalar (PSA, GS ve TNM)
arasindaki korelasyonu gosteren miRNA'lar, Sekil 5.1.'de 6zetlenmigtir.

Prostate
Specific Antigen
(PSA)

Gleason
Score (GS)

miR-34b/c
miR-148a
miR-152
miR-200a/b

miR-34a-5p
miR-101-2
miR-126
miR-185-5p

miR-140
TNM-Staging

Sekil 5. 1. Promoter metilasyon seviyeleri ile klinikopatolojik veriler arasinda
korelasyon gosteren miRNA'lar [60]



54

Protein kodlayan genlerin ifadesi, miRNA ve epigenetik duzenleyiciler tarafindan
kontrol edilir. miRNA’lar ve epigenetik duzenleyicilerin karsilikh ifadeleri ve
etkilegsimleri guglu bir ag devresi olugturur. Bu genetik devreler, bir miRNA'nin bir
epigenetik duzenleyiciyi inhibe ettigi ve bunu takiben ayni duzenleyici tarafindan da
baskilandigi ¢ift negatif geri-besleme dongusu (DNFL) ile duzenlenirler [56, 98].
Hucresel ortama duyarli olan epi-miRNA devresi bir nevi “gecis anahtar” rolu
ustlenip, homeostatik durumlarda rastgele hucre gegislere guclu bir stabilite saglar
[59]. Reale ve arkadaslari, miR'lerin, epigenetik duzenleyici genlerle karsilikh
etkileserek duzenleyicilik potansiyellerini guglendirdigini gostermiglerdir [59]. Ayni
miR’in, belirli bir hicre hattinda bir epi-miR gibi davranirken, bagka bir hicre
hattinda higbir epigenetik etki gostermeyebilecegini de bulmuslardir. Bu baglamda,
klinikte kansere ve belki de kisiye 6zgu tedavinin basarisi i¢in “epi-miRNome” 6nem
arz etmektetir. Ozellikle, ayni dokudaki hiicreler velveya ayni tiir timérlerden
tiremig hucreler arasinda ne kadar benzerlik oldugunu ve hastaligin

etyopatogenezini aydinlatmak i¢in epi-miR’ler dikkate degerdir.

DNMT1’in ekspresyonundaki artis ¢esitli kanserlerde gosterilmistir [42, 43, 99-101].
Prostat kanseri ve benign prostat epitel htucre hattinda DNMT1 mRNA ifadesinin
arttig1 gosterilmistir [102]. DNMT1’in artan ekspresyonunun mesane noduler invazif
karsinomlarin gelisme ve pre-kanser6z asamalarinda Urotelyal karsinogenez ile
baglantili oldugu gosterilmistir [99, 101]. Calismamizda, PCa ve Met-PCa
gruplarinda DNMT1 geninin ifadelenme duzeyinde anlamh artig; DNMT3a, DNMT3b
ve PTEN gen ifadelenme duzeyinde ise anlaml azalis bulduk (p<0.05). Literaturde
bizimle benzer sekilde DNMT1 enziminin kanserde artmis ekspresyonunu gosteren
cok sayida calisma oldugu gibi, farkli sonuglar bulan arastirmalar da vardir. Bu
farkhligin nedenlerinden biri DNMT1 asiri ekspresyonunun, artmis kanser hicresi
proliferatif aktivitesinin ikincil bir etkisi olmadigi, ayni zamanda bu enzimde meydana
gelen mutasyonlar ile olabilecegidir [42, 103-105]. Her iki hasta grubumuzdaki
PTEN geninin ekspresyonundaki azalma ve DNMT1 ekspresyonundaki artma,
literatur ile uyumluluk gostermektedir. Bu sonucumuz, DNMT1’in PTEN promotor
hipermetilasyonuna neden olarak bu genin ekspresyonunda azalmaya neden

olabilecegini dusundurmaustur.
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Caligmamizda, yuksek ifadelendigini buldugumuz DNMT1, PTEN ifadelenmesini
down-regule etmis ve DNMT1-PTEN arasindaki antagonist iliski sadece Met-PCa
grubumuzda istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Bu sonu¢ metastatik
evrede DNMT1’in PTEN geni Uzerinde daha fazla etkili oldugunu ve DNMT1/PTEN
goreli ifadelenmesinin kotu prognozla iliskendirilebilecegini dusundurmustur. Ayrica,
Dusuk PTEN ekspresyonu ile birlikte yuksek DNMT1 ekspresyonunun, Met-PCa'li
hastalarda genel sagkalim igin kotlu prognostik belirtecler olabilecegini tanimladik.
Bu sonucumuz, metastatik suregte, PTEN supressor geninin DNMT1’e ilave bagka
epigenetik duzenleyici enzimlerin hedefi olabilecegini, belki de bunun heterozigotluk
kaybi, allellik delesyon gibi ¢oklu degisimlere yol agabildigini dusundurmasgtur. Bir
bagka deyigle, DNMT1 ekspresyon duzeyinin artisina eslik eden PTEN azalmasi
erken evre prostat kanserinde belki de nadir olup, ancak tumor ilerlemesi ile siklikta
karsimiza ¢ikabilir. Hastalarin klinikopatolojik verilerine goére siniflandirilarak
degerlendiriimesi sonucunda, her iki grupta da sadece DNMT1’de anlamli bir fark
bulunmustur (p<0.01). Qi ve arkadaglarinin [106], mesane kanserinde yapmis
olduklari ¢alismayla uyumlu olarak, DNMT1 enziminin sadece prostat kanserinde
hasta gruplari arasinda (PCa ve Met-PCa) degil, ayni zamanda klinikopatolojik
ozellikler (PSA, GS ve TNM) dikkate alindiginda da anlamlilik gosterdigini bulduk
(p<0.01). Tum klinikopatolojik evreler agisindan sadece DNMT1 geninin istatistiksel
olarak anlamhlik gostermesi, prostat kanserinin baslangicindan, ilerlemesi de dabhil
her evresinde bu genin aktif olarak gorev aldigini ve Onemlilik derecesini
kanitlamaktadir. Sonucumuz, DNMT1’in terapoétik hedef ve biyomarker adayi olma

potansiyelini gostermektedir.

DNMT’larin prostat kanserinde klinikopatolojik 6zelliklere gore iligskilendiren bir
calismaya literaturde rastlamadigimiz  igin  sonuglarimizin  bu  kismini

kargilastiramadik.

DNMT3b [107] ve DNMT3a'nin [108] meme kanserinde uygun tanisal ve
terapdtiklerin gelistiriimesinde hedef potansiyeli olabilecekleri gosterilmistir. Hipofiz
adenomlarinda, tumor baskilayici genleri hedef alan DNMT1 ve DNMT3a'nin up-
regule oldugu ve bunun agresif tumor davranigi ve yuksek metilasyon ile iligkili
oldugu bulunmustur [109]. DNMT1’in renal hicreli karsinomda tumor buayuklugd,

klinik evre, histolojik derecelendirme, lenf nodu metastazi, vaskuler invazyon,
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rekdrens ve prognoz ile pozitif korelasyon gosterdigi bulunmustur [110]. DNMT’lar
urolojik kanserlerde de arastinimistir [111-113]. Hemen hemen her galisma, yeni
antikanser terapotiklerin kesfinde metilasyon orintusunun dnemine dikkat cekmigtir.

NKX3.1, prostatik epitel spesifikasyonu, uygun farklilagma ve luminal kok hucreler
icin 6nemli bir homeobox gendir. Ayni zamanda bu gen prostat kanserinde en sik
delesyona ugrayan bir gatekeeper supressordur [114]. Bowen ve arkadaslar [114],
NKX3.1 kaybinin fare prostat epitel hiucre proliferasyonunu arttirdigini, ancak bu
farelerde NKX3.1 mRNA’sinin, PTEN ifadesini etkilemedigini gostermislerdir. Bu
nedenle, tumor supressorleri olan PTEN ve NKX3.1'in etkilesimi PTEN kaybindan
sorumlu olabilecegini sdylemiglerdir. NKX3.1'in iglev kaybinin, anormal hucresel
plastisite ve hucresel farklilagsmanin bozulmasi yoluyla enflamasyona bagli prostat
kanserine neden oldugu fare modelinde gosterilmigtir [115].

Calismamizda, her iki grubumuzda kontrole gore NKX3.1 gen ifadelenmesinde
anlamli bir fark bulunmamigtir (p>0.05). Literatirden farkli olan sonucumuzun en
onemli sebebi calismamizda fare dokusu yerine, insan serumunu kullanmig

olmamiz olabilir.

Majid ve arkadaslari [116], prostat kanseri ksenograft fare modelinde, miR-34b’nin
dogrudan Akt'yi ve onun asagi akis genlerini hedefleyerek hicre proliferasyonunu,
koloni olugsumunu, gog¢/istilayr inhibe ettigini ve hucre dongusunu GO0/G1'de
durdurarak apoptozu uyardigini gostermiglerdir [116]. Ayni ¢galismada miR-34b'nin
yeniden yapilandirilmasi -artan ekspresyonu- DNMT'lari, HDAC'lari down-regule
ederek kismi demetilasyon ve aktif kromatin modifikasyonlari indukledigi
gOsterilmistir. Shiina ve arkadaslari [117], PCa’li Afrikali-Amerikalilarda miR-34b’nin
down-regulasyonunun androjen reseptor (AR)'Unu up-regule ettigini ve bunun irkla
iligkili timorijeneze katkida bulundugunu sdylemislerdir. Ote yandan, disuk
duzeyde bulunan bu ekspresyonlarin allelik delesyonlar ve/veya heterozigotluk
kaybi nedeniyle olabilecegini de g6z ardi etmemek gerekir. Bu c¢alismalarinin
tersine, Chamani ve arkadasglari [118] nanozomal dendrokirkdmin ile tedavi edilen
hepatoselller kanser hucrelerinde, DNMT1, DNMT3a ve DNMT3b ifadelenmesinin
down-regule edilirken; miR-34a, 34b ve 34c’nin up-regule edildigini bulmuslardir. Bir

bagka deyisle, miR-34 ekspresyon seviyesi ile epigenetik degistirici enzimlerinden
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DNMTlar arasinda ters oranti oldugunu gdstermislerdir. Onceki sonuglarimizda,
miR-34b ve miR-34c’nin promotor metilasyon yuzdesininin PCa ve Met-PCa
grubunda dustugund ve bu hipometilasyon artan miR-34b/c ekspresyon seviyesi ile
sonuglandigini gostermistik. Ayrica, yuksek miR-34b/c seviyelerinin PSA, GS ve
TNM evrelemesi ile dogru orantili olarak iligkili oldugunu da gdosterdik. Caligmamizin
devaminda ise, literaturle uyumlu olarak, yuksek duzeyde ifadelenen miR-34c’nin
hedef genleri olan DNMT3a, 3b ve PTEN arasinda ters orantili bir iligki oldugunu
gosterdik (p<0.05). PCa hasta grubumuzda yuksek DNMT1 seviyesine yuksek miR-
34b ve miR-34c seviyelerinin eslik ettigini bulduk (p<0.05). Bu sonucumuz, DNMT1
geninin  mutasyona ugradigi igin miR-34b/c’'nin  ekspresyon seviyesini
arttirabilecegini dustndirmustir. Ote yandan, yiksek DNMT1 seviyesine yiiksek
miR-34b ve miR-34c seviyelerinin eglik ettigi sonucumuz, Majid ve arkadaglarinin
bulgusu ile értismemektedir. Bunun sebebi, miR-34b'nin pleiotropik rolu olabilecegi
gibi calisma protokoline dahil edilen doku kaynaklarinin farkli olmasi, érneklem
secimi, sayisli, etnik farkhliklar, DNMT1 enzimindeki mutasyonlar ve bu enzimin
farkli miRNA’lar ya da genlerle kontrol edilmesi sayilabilir. Met-PCa grubumuzda ise
miR-34b/c ile hedef genleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamigtir (p>0.05). Bulgularimiz, miR-34c’nin PCa’nin “erken” donemlerinde
DNMT1’in ifadelenmesini arttirip, PTEN genini baskilayarak yeni bir duzenleyici yol
‘miR-34c-DNMT1-PTEN” nin potansiyel diagnostik ve prognostik hedef

olabilecegini dusundurmustur.

Sengupta ve arkadaglari [119], hormona direngli prostat kanseri hicre hatlarinda
miR-148a ektopik ekspresyonunun DNMT1 ekspresyonunu baskilayarak apoptozu
indukledigini ve miR-148a ve DNMT1 arasinda antagonist iligki oldugunu
soylemiglerdir. miR-148a’nin DNMT1 ve DNMT3b'nin kodlama bodlgesine
baglanarak bu genlerin ifadelenmelerini dizenledigi gosterilmigtir [120, 121].
Braconi ve arkadaslar [121], miR-148a ve miR-152 d6ncullerinin, DNMT1 protein
ifadelenmesini azaltarak metilasyona duyarli tumor baskilayici genlerden Rassf1a
ve p16INK4a ifadelenmesini artirdigini ve boylelikle insan kolanjiyokarsinom hucre
hattinda proliferasyonunu onleyebilecegini gostermislerdir. Hamilton ve arkadaslari
[122], PCa’da, miR-148a'nin hem onkojenleri hem de PTEN gibi tumor
baskilayicilari hedef aldigini ve hastaligin agamasina gore ekspresyon seviyesinin
degisim gosterdigini bulmuslardir [122]. Li ve arkadaslari da [82], miR-148a-3p'nin
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bazi kanserlerde yukari ve digerlerinde asagi regule edildigini gostermiglerdir. Hua
ve arkadaslarn [123] miR-148a'nin glioblastomda, Ma ve arkadaslar ise [124]
osteosarkomda up-regule oldugunu ve yuksek miR-148a seviyesinin kanserin
agresifligini yansittigini gostermislerdir. Bir baska galismada, miR-148a’'nin, PTEN’i
hedefleyerek fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) sinyal yolunun aktivasyonuna yol actigi
osteosarkomalarda gdsterilmistir [125]. Bagka bir ¢calismada, miR-148a’nin PTEN
ekspresyonunu inhibe ederek B-katenin ekspresyonunu arttirdigr gosterilmigtir
[126]. Dybos ve arkadaslari [85], miR-148a-3p'nin saglikl kontrollere kiyasla
PCa'inde up-regule edildigi gostererek, miR-148a-3p'nin vucuttaki enfeksiyonlar gibi
genel bir dengesizlik belirtecinden ¢ok daha fazlasi oldugunu sdylemiglerdir. Tum
bu bulgular, PCa gelisiminde miR-148a'nin asiri ekspresyonunun potansiyel roline
dikkat ¢eken hipotezimizi desteklemektedir. PCa ve Met-PCa gruplarimizda,
literattrle uyumlu olarak, hipometile olan miR-148a’nin hedef genleri DNMT3a, 3b
ve PTEN ile ters orantili olarak etkilesirken; literaturden farkli olarak, DNMT1 ile
dogru orantili olarak etkilestigini bulduk. Her iki hasta grubumuzda yiksek DNMT1
seviyesine yluksek miR-148a seviyesinin eglik ettigini bulduk (p<0.05). Bu
sonucumuz, DNMT1 geninin mutasyona ugradigi icin miR-148a’nin ekspresyon

seviyesini arttirabilecegini dusundurmasgtur.

Met-PCa grubumuzda, DNMT1 ve PTEN genleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir iliski bulduk (p<0.05). miR-148a’nin artmig ekspresyonu igin olasi bir mekanizma,
muhtemelen onko-miR dogasi nedeniyle bu miRNA'nin timoér dokularinda
transkripsiyonu uyaran miR-148a konak gen promotorinun hipometilasyonudur.
miR-148a’nin, DNMT1’i hedefleyerek PTEN ekspresyonunu asagi duzenledigini
bulduk. Elbette PTEN aktivitesi epigenetik susturma ve mutasyonlar disinda;
transkripsiyonel baski, anormal protein lokalizasyonu ve translasyon sonrasi
modifikasyonlar gibi gesitli yollarla da duzenlenebilir. Bulgularimiz, DNMT1 geninin,
PTEN'in yukari kaskadinda oldugunu ve PCa’nin metastazini destekleyen promoter
hipermetilasyon yoluyla PTEN'i asagi dogru duzenledigini gostermistir. DNMT1 ve
PTEN genleri arasindaki baglantinin hastaligin metastatik evresinde anlamli olmasi
ise metastatik durumda tumor supressor gen delesyonununda olaya dahil

olabilecegini dusundurmaustur.

PCa patogenezinde anahtar rollere sahip genleri hedefleyen bir diger kodlanmayan
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RNA da miR-152'dir. miR-152 ifadelenme seviyesinin yuksek Gleason dereceli
PCa’li dokularda onemli Olgide azaldigi gosterilmis ve dusuk ekspresyonu ileri
patolojik asamalarla iligkilendirilmistir [88, 127]. Theodore ve arkadaslan [127],
PCa'li hucre hatlarinda, miR-152'nin yuksek metilasyon profili gostererek
ekspresyonunun azaldigini, DNMT1’in ise ekspresyonunun arttigi gostermiglerdir.
Ayni galigmada, miR-152/DNMT1 epigenetik regulasyonun oOzellikle Afrikali-
Amerikalilarda olmak Uzere, PCa tumorlerinin agresifligine katkida bulunan ¢oklu
olaylarda 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermislerdir. Bir baska galigmada,
PCa’inde miR-152 ekspresyon seviyesinin azaldigini ve bunun yuksek metilasyon
profili nedeniyle gergeklestigi gdsterilmistir [128]. Ote yandan, yiiksek plazma miR-
152 seviyeleri, akciger, kolorektal ve meme kanseri gibi diger kanserler icin tanisal
bir biyobelirte¢ olarak onerilmigtir [129]. Matin ve arkadasglari [19], miR-152-3p'nin
asiri ekspresyonunun, prostat kanseri hucrelerinin ¢ogalmasini ve gogunu
arttirdigini gostermiglerdir. Moya ve arkadaglari [130], PCa i¢cin mevcut PSA
biyobelirtecinin tanisal gucunu gelistirme potansiyeline sahip 4 adet plazma
miRNA’sindan birinin yiiksek ifadelenen miR-152 oldugunu belirlemiglerdir. Onceki
calismamizda, miR-152’nin promotor hipometilasyonu sonucunda ekspresyonunda
artis oldugunu hem PCa hem de Met-PCa’li grubumuzda anlamli bulmus, Ustelik bu
artisi PSA, GS ve TNM evrelemeleri ile dogru orantili iligkisini de gostermistik [60].
Bulgularimiz, Zhu ve arkadaslar [88], Theodore ve arkadaslari [127] ve Ramalho-
Carvalho ve arkadaslan [128]'nin sonuglarn ile gelismektedir. Bunun sebepleri,
saptanan miRNA seviyeleri, 0zellikle serum orneklerinde uygulanan ekstraksiyon
metodolojisine (numune toplama, numune alma, isleme ve depolama gibi On
ekstraksiyon adimlari, kullanilan dahili kontroller), orneklem sayisina, doku tipine ve
irksal farklihklara bagh olarak 6nemli Olcide degisebilmesidir. Ayrica, miRNA
salgilanmasinin segici bir sire¢ olmasindan o6turt dolagim duzeylerinin hicre igi
duzeylerinin gergek bir yansimasi olmadigidir [131]. Ek olarak, pihtilasma surecinin
kandaki hucre digi miRNA'lar Uzerindeki bilinmeyen etkilerine baglh olarak
plazmadan ziyade serumdaki miRNA konsantrasyon seviyeleri gozlenmistir, bu da
farkli Orneklerdeki miRNA duzensizlikleriyle ilgili karsilastirmalarn daha da
zorlastirmaktadir.  Orne@in  miR-152, kontrollere kiyasla mesane kanseri
hastalarindan alinan serumda [132] yukari regule edilirken, farkli bir ¢galismada,
saglkh bireylere kiyasla mesane kanseri dokusu hastalarinda asagi regule edildigi
bulunmustur [133]. Bununla birlikte, ekzozomal miR oldugu bilinen miR-152'nin,
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muhtemelen ekzozomal kagis yoluyla uretim sahasi disinda uzak bolgedeki
metastatik roline bir ipucu da olabilir [134, 135]. Prostat kanseri hucrelerinden
turetilen ekzozomlar, kanserin kemorezistansina da katkida bulunuyor olmasi [135],
buldugumuz yuksek miR-152 ifadelenmesinin metastatik evrede bu direng
yuzinden daha da up-regule olmasi, hatta belki de PTEN kaybina yol agmasi
sonucumuzu destelemektedir. Ayrica, bazi miRNA'lar tumor hucreleri tarafindan
Argonaute (AGO) bagli kompleksler [136] olarak veya apoptotik cisimlerdeki Olu
hdcrelerden salinir, boylece miRNA'larin bir kaynagi da tumor hicreleridir. Belki de
PCa’da yuksek buldugumuz miR-152’lerin kaynagi PCa hucreleridir. Bizimle benzer
olarak, Chen ve arkadaslari [129] onko-miR olan miR-21 ile timor supresor miR-
152’nin plazma degerlerine bakmis ve her iki miR’'in de ekspresyonunun arttigini
bulmustur. PCa ve Met-PCa gruplarimizda miR-152’nin up-regulasyonu DNMT1’in
up-regulasyonuyla, bunun tersine DNMT3b ve PTEN'’in down-regulasyonu ile
istatistiksel olarak anlaml iligkili oldugunu bulduk (p<0.01). miR-152'nin, PTEN
mMRNA'sinin 3'UTR'sini hedefleyerek PTEN ekspresyonunu inhibe ettigini gosteren
Huang ve arkadaslarinin [137] nazofarenks karsinomu c¢alismasi ile bulgularimiz
uyumluluk gostermigtir. Her iki grubumuzda, miR-152 ve PTEN arasinda ters orantili
iligki bulduk (p<0.01). Ayrica, yine her iki grumuzda, miR-152 ve DNMT1
ekspresyonu arasinda anlamh artis bulduk. Bu sonucumuz, DNMT1 geninin
mutasyona ugradigl icin miR-152'nin ekspresyon seviyesini arttirabilecegini ve
bununda PTEN promotor metilasyonuna neden oldugunu dastindurmustur. Prostat
kanseri ile ilgili “mir-152-DNMT1-PTEN” yolagi calismasi mevcut olmadigindan

sonuglarimiz bu baglamda bagka bir veri ile kargilagtirnlamamisgtir.

mMiRNA-200 ailesinin epigenetik modifikasyondan kaynaklanan down-regulasyonu,
PCa’inde potansiyel bir timor-supressor miRNA oldugunu gostermistir [138].
ifadelenme diizeyi az olan miRNA-200 ailesi, epitelden mezenkime gegisi (EMT)
surdirmedeki rolleriyle en iyi bilinen, ¢inko parmak E homeobox baglayici
transkripsiyon faktorleri olan ZEB1 ve ZEB2'nin up-regulasyonuna sebep olur [139].
miR-200a ve b’nin, PTEN gen ekspresyonunu baskilayarak endometriyal kanser
hdcrelerinin  buyumesine sebep oldugu in vitro olarak gosterilmigtir [140].
Endometriyal kanserde yapilmis bir bagka ¢alismada, miR-200a, miR-200b ve miR-
429'un PTEN'i hedefleyen onko-miR'ler oldugu bulunmustur [141]. Suo ve
arkadasglari [142], over kanserli doku ve hucre hatlarinda asir ifadelenen miR-
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200a’nin PTEN ifadelenmesini inhibe ettigini ve bu kanser turl igin karsinojenik
etkiye sahip oldugunu gostermislerdir. miR-200a/b’nin hedef genleri arasinda
DNMT3a, DNMT3b ve DNMT1 oldugu da gosterilmistir [108, 143]. miR-200b ve
miR-200c-aracili DNMT'lerin down-regulasyonunun, cisplatin direncini tersine
cevirerek ovaryan kanser hucrelerinin kemoterapotik duyarlihdini artirdigir in vivo
olarak gosterilmigtir [144]. Zeng ve arkadasglari [145], DNA replikasyonu, eksizyon
onarimi ve telomer bakiminda 6nemli bir gen olan Flap endonukleaz 1 (FEN1)’in
DNMT1 up-regulasyonuna yol agtigini, bununda miR-200a’nin down-regulasyonu
ile baglantili oldugunu meme kanseri hucre hattinda gostermiglerdir. Literaturde,
miR-200 ailesinin genellikle kansere 06zgu davrandigini, bazi kanserlerde
ekspresyonu artarken bazi kanserlerde ekspresyonunun azaldigr gosterilmigtir.
Onceki calismamizda, lokal/lokal ileri ve metastatik PCa’da, miR-200a/b ailesinin
pleitropik etkisini bulmustuk [60]. Lokal/lokal ileri PCa grubumuzda, promotor
hipometilasyonu sebepli miR-200a ve miR-200b ekspresyon seviyelerinde artis
gOzlemlerken; metastatik grupta promotor hipermetilasyon sebepli dusuk
ekspresyon seviyeleri gozlemledik. Birbaska ifadeyle, miR-200a/b’nin PCa’nin
erken asamasinda bir onko-miR gibi ancak; ileri evre metastatik durumda tumor
supresor- miR gibi davrandigini belirledik [60]. Calismamizin devaminda ise, Met-
PCa’da miR-200b’nin down-regulasyonunun arastirdigimiz tum hedef genler ile
aralarinda anlamh bir iligki oldugunu saptadik (p<0.05). Metastatik grupta, promotor
hipermetilasyonu sonucu down-regule olan miR-200b’nin, hedef genleri DNMT3a,
DNMT3b ve PTEN ile agonist, ancak, DNMT1 ile antagonist etkilestigini gosterdik
(p<0.05). Ayrica, sadece PCa hasta grubumuzda miR-200a’nin up-regulasyonuna,
DNMT1’in yuksek ifadelenmesi eslik etmistir.

miRNA'lar ve epigenetik mimari arasindaki karmasik iligki, kanserdeki gen
ekspresyon profillerini izlemek i¢in dnemli bir 6zelliktir. miRNA'lar ve epigenetik
oruntu arasindaki "epi-miR-epi" u¢ tarafli geri besleme iliskisi, epigenetik modifiye
edici enzimleri hedefleyebilir [56]. Calismamiz, miR-34b/c, miR-148a, mir-152 ve
miR-200a/b epi-miRNA’larinin ve hedef genleri arasinda olan DNMT’lar, PTEN ve
NKX3.71’'in prostat kanser gelisiminde lokal ve metastatik evrelerindeki prognostik
farkli etkilerini gosteren ilk epi-miR-epi hedef gen sinyal yolagini goOsteren
calismadir. Calistigimiz epi-miRNA’lar ve hedef genleri arasindaki iligskiyi gosteren

bulgularimiz Sekil 5.2. de 6zetlenmisgtir.
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6. SONUG VE ONERILER

Genel olarak, calisilan 30 miRNA arasinda miR-34a-5p, miR-34b/c, miR-101-2,
miR-126, miR-140, miR-148a, miR-152 ve miR-185-5p’nin metilasyon profilleri, PCa
progresyonunun tahmininde umut verici bir biyomarker adaylaridir. Ayrica, miR-
200a/b PSA, GS ve TNM evresi acgisindan degerlendirildiginde PCa’nin erken
asamasinda bir onko-miR gibi davranabiliyorken, ileri evre metastatik 6rneklerde
tumor baskilayici gorevi goruyor olabilir. PCa'da aday miRNA biyomarker
modellerinin  degerlendirilebilmesi, klinikopatolojik dediskenlerin de hesaba
katilmasiyla birlikte, PCa’nin tanisinda dogrulugu daha da artiracaktir. Ayrica,
epigenomik dizeyde miRNA ekspresyonunun galigiimasi, belirli bir kanser tlra igin
en etkili tedavi yontemlerini degerlendirmemize, daha sonra da kanserin uzun vadeli

0ngorusu ya da rekurensini belirleyebilmemize izin verebilir.

Bu tez calismamiz ayrica, DNMT1-PTEN’ ifadelenmelerini hedef alan miR-148a,
miR-152, miR-200b’nin guglu ve ayirt edici birer biomarker adayi ve 6zellikle ileri
evre prostat kanserinde prediktif, prognostik ve terapotik hedef olabilecegini
gOstermigtir. Prostat kanserinde tanisal ve prognostik biyobelirtecler olarak
miRNA'larin ve metilasyon slrecinin ve bu surecgte yer alan genlerin mRNA ve
miRNA ifade profillerinin butlnlegtirici analizine dikkat gekmesi agisindan yeni, dncu
ve onemli bir calismadir. Bununla birlikte, prostat kanserli hastalarda hizli tani ve
tedavi icin epi-miRNA’lar ve bu mekanizmada yer alan ilgili enzimlerin biyobelirteg
olarak kullanilabilir potansiyeline dikkat cekmektedir. Prostat kanser gelisim
surecinin her basamaginda bu hedefler dikkate alinarak olusturulan yeni tedavi
yontemleri klinige yansitilarak bu alanda klinige onemli katki saglayabilecegi
dusunulmektedir. PCa’da, tumor baskilayici-miR, onko-miR ve/veya metasta-miR
oruntisu iginde PTEN’in DNMT1 ile etkilesimini agiklayabilmek i¢in daha ¢ok
¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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