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ABSTRACT

Objective: Prostate specific antigen (PSA), used for the early diagnosis of prostate cancer (PCa), is one of the best
tumour markers known so far. However, in situations when PSA is between 2-10 ng/mL, which is named as grey
zone, PSA falls short of distinguishing benign prostate diseases from PCa. On the other hand, it was demonstrated
in many previous studies that microRNA (miRNA) could be a marker for cancer. Therefore, in this study, it was
aimed to enhance the diagnostic power of PSA, especially with grey zone patients, by the use of miRNA.

Material and Methods: Ninety-four patients included in the study were divided into three groups as “con-
trol group” (n=44, PSA=2-10 ng/mL and benign), “PCa 1 group” (n=37, PSA=2-10 ng/mL), and “PCa 2
group” (n=13,PSA >10 ng/mL), according to their pathological results and PSA levels. Free PSA (fPSA) and
total PSA (T-PSA) levels were measured with chemiluminometric sandwich immunoassay method. Expres-
sions of miRNAs were analyzed using quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (qQRT-
PCR) method. The most appropriate specificity, sensitivity and prediction values were found by drawing the
receiver operating characteristic (ROC) curves of total PSA, free/total PSA (f/T PSA) ratio, and miRNAs,
and the diagnostic powers were compared with each other.

Results: Diagnostic powers of the f/T PSA ratio and miRNA were compared in PCa 1 and the control groups
to determine the marker with higher area under the curve (AUC). It was shown that the diagnostic power of
the combination of miR-16-5p and f/T PSA was higher than that obtained when they were used separately.

Conclusion: As a result, while making the the discrimination between benign and malignant prostate in pa-
tients with grey zone, it was determined that the combination of miR-16-5p and f/T PSA was more valuable
than T-PSA or f/T PSA alone. It was thought that diagnostic role of miRNAs in the early diagnosis of the
different stages of PCa needed to be examined in further studies with larger groups.

Keywords: Grey zone; marker; microRNA; prostate cancer.
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Amac: Prostat kanserinin (PCa) erken tanisinda kullanilan prostat spesifik antijen (PSA), bilinen en iyi tii-
mor belirteglerindendir. Bununla birlikte gri zon olarak isimlendirilen PSA’nin 2-10 ng/mL arasinda oldugu
durumlarda benign prostat hastaliklari ile prostat kanserini ayirmada yetersiz kalmaktadir. Daha 6nceki galis-
malar mikroRNA’larin (miRNA) kanser i¢in bir belirte¢ olabilecegini gostermistir. Bu ¢caligmada, 6zellikle
gri zon hastalarda PSA’nin tanisal giiciinii artirabilmek amaciyla miRNA’larin degeri aragtirilmustir.

Gerec ve yontemler: Prostat biyopsi sonucu benign olan ve PSA degeri 2-10 ng/mL araliginda olan 44 hasta
kontrol, malign olan 37 hasta PCa 1 grubu ve PSA degeri >10 ng/mL ve prostat biyopsi sonucu malign olan
13 hasta ise PCa 2 grubu olarak adlandirildi. Toplam 94 hasta serumundan serbest PSA (sPSA) ve total PSA
(T-PSA) diizeyleri direkt kemiluminometrik sandvi¢ immunoassay yontemi ile olciildii. Plazmadan izole
edilen miRNA’larin ekspresyonlar: ise kantitatif ters transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR)
metodu ile ¢aligildi. T-PSA, s/T PSA orani1 ve miRNA’larin alici igletim karakteristik (ROC) egrileri ¢izile-
rek en uygun 6zgiilliik, duyarlilik ve kestirim degerleri bulunarak tanisal giigleri birbirleri ile kargilagtirildi.

Bulgular: PCa 1 ile kontrol grubu karsilagtirmasinda; miRNA’larin tanisal giigleri, daha yiiksek egri altinda
kalan alana (AUC) sahip oldugu i¢in s/T PSA orani ile karsilastirildi. miR-16-5p ile s/T PSA kombinasyonu-
nun tanisal giiciiniin tek basina kullanildig: hallerinden daha iyi oldugu gosterildi.

Sonug: Gri zondaki hastalarda prostatin benign ile malign ayirimini1 yaparken miR-16-5p ile s/T PSA kombi-
nasyonun tek bagina T-PSA veya s/T PSA’dan daha degerli oldugu bulundu. Erken tanida miRNA rollerinin
PCa evrelerine gore, daha genis gruplarla ileri arastirmalarla gosterilebilecegini diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: Gri zon; belirteg; mikroRNA; prostat kanseri.
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Giris

Prostat kanseri (PCa), erkeklerde tiim kanserler arasinda ikinci
sirada yer almaktadir. Ileri yaglarda goriilen, son yillarda tara-
ma caligmalari ile daha erken yaglarda tani: almaya baglayan
ve yavas ilerleyebilen kanserlerdendir.!?! Ulkemiz verilerine
gore de erkeklerde goriilen kanserler arasinda 2. sirada yer al-
maktadir.

Etiyolojisi tam olarak netlesmese de etnik popiilasyonlar ve
ilkeler arasinda farkli siklikta goriildiigii, 6rnegin Cin ve
Japonya’da diisiik oranda, Kuzey Amerika ve Iskandinav iilke-
lerinde ise daha yiiksek oranda saptandigi, bilinmektedir. Yagh
beslenme, yiiksek serum kalsiyum diizeyi, kadmiyum iligkili
meslekler, kronik infeksiyonlar, yiiksek androjen seviyeleri ve
vazektomi operasyonu ile PCa olusumunun iligkili oldugunu
gosteren yaymlar bulunmaktadir.>!

Hastaliks1z yasami artirmak ve mortaliteyi azaltmak i¢in organa
sinirli hastalik durumunda iken PCa tanisinin konmast 6nemli-
dir. Bu amacla erken tan1 i¢in, 50 yagindan sonra yillik prostat
spesifik antijen (PSA) ve parmakla rektal muayene (PRM) kom-
binasyonu uygulamasi Onerilmektedir.>” PSA yiiksekligi veya
siipheli PRM olanlarda transrektal ultrason (TRUS) esliginde
biyopsi, PCa tanisi i¢in altin standart yontem olarak kullanil-
maktadir.>7

Giintimiizde en ¢ok kullanilan tiimor belirteci olan PSA’nin,
PCa erken tanisi, hastalifin evrelemesi ve tedavinin izleminde
onemli katkilar1 vardir. Lokalize PCa insidansi, PSA ve duyarli-
ligin1 artirmak amacli kullanilan PSA tiirevlerinin klinik kulla-
nima girmesiyle erken donemde kanser tanisi konulabildigi icin,
giderek artmigtir. PSA’nin PCa yaninda benign hastaliklarda da
artmasi kansere degil organa 6zgii bir timor belirteci oldugu go-
rlisiinii desteklemis, ayrica benign-malign kitle ayiriminda 6z-
giilliik ve duyarliliginin diisiik kalmasi nedeniyle tiimor belirteci
olarak degeri sorgulanmaya baglanmistir. Diger yandan, 6zel-
likle PSA’nin 2-10 ng/mL oldugu degerlerde biyopsi yapilmasi
ve sonrasinda tedavi uygulanmasi yiik olusturmaktadir.®! Bu
nedenle, PCa erken tanisinda, girisimsel islem yapilmadan elde
edilebilecek, duyarlilik ve 6zgiilliigii daha yiiksek olan belirtec-
lere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amacla aragtirilan molekiillerden
biri de mikroRNA’dir (miRNA).

mikroRNA’lar; 21-23 niikleotid uzunlugunda, proteine cevril-
meyen, tek zincirli RNA’lardir."” Mesajci riboniikleik asit’e
(mRNA) tam ya da kismi baglanmasina gore yikimin tetikle-
yerek veya translasyonunu baskilayarak gen ekspresyonunu
diizenleyici rol oynarlar.'®'?l Genlerinin ¢ogunun kanser ile
iligkilendirilmig gen bolgelerinde veya kirilgan bolgelerde yer-
lesik olmas1 miRNA’larin neoplazi patogenezinde 6nemli rolleri
olduguna isaret etmektedir.!'"

Normal ile malign dokular arasinda miRNA ekspresyon dii-
zeylerinin farklilik gostermesi, ekspresyon siddeti ile prognoz
arasinda iligkinin varlig1 yaninda doku 6rnekleri ve viicut sivila-
rinda uzun siire stabil kalmalar1 nedeniyle miRNA’larin malign
hastaliklarin tani, prognoz ve siniflamasinda yeni belirtecler ola-
bileceklerini diistindiirtmiistiir. Bu amagla bir¢ok kanser tiiriinde
ve PCa’li gruplarda ¢aligmalar yapilmigtir.!'4>!

Bu caligmada, PSA’nin benign-malign ayirimini yapmakta
yetersiz kaldig1 diizey olan gri zonda bulunan hastalar he-
def alindi. Daha 6nceki calismalarda PCa ile iligkili bulunan
59 farkli miRNA belirlenerek ekspresyon profilleri c¢aligil-
di. Boylece gri zondaki hastalarda, benign-malign ayirimi
yapmada total PSA (T-PSA), serbest/total PSA (s/T PSA)
ve miRNA ekspresyon diizeylerinin her birinin ayr1 ayr1 ve
birlikte kullanildiklarinda tanisal giiclerini degerlendirmek
amaclandi.

Gereg ve yontemler

Calisma grubu ve 6rnek alimi: Ocak 2012 ile Ocak 2013 ta-
rihleri arasinda iiroloji poliklinigine bagvuran, prostat biyop-
sisi yapilmis hastalar PSA degeri ve patoloji sonuclarina gore
gruplandi. PSA degeri 2-10 ng/mL aralifinda olan ve patoloji
sonucu benign olan, yaglar1 47 ve 83 arasinda degisen 44 hasta
“kontrol grubu”, PSA degeri 2-10 ng/mL araliginda olan ve
patoloji sonucu malign olan, yaslar1 48 ve 82 arasinda degi-
sen 37 prostat kanserli hasta “PCa 1 grubu”, PSA degeri >10
ng/mL olan ve biyopsi sonucu malign olan, yaglar1 53 ve 81
arasinda degisen 13 prostat kanserli hasta ise “PCa 2 grubu”
olarak adlandirildi.

Bu hastalar 18 yas iistii, PCa nedeniyle ila¢ tedavisi almamus,
bagka bir malignite veya kronik bir hastalik nedeniyle son bir
yilda hastaneye yatmamis, PSA degerleri 100 ng/mL iizerinde
olmayan ve uzak metaztazi bulunmayan katilimcilardir. Calis-
maya katilan hasta ve kontrol gruplarina ait demografik bilgiler
kaydedildi. Calisma Mersin Universitesi Klinik Aragtirmalar
Etik Kurulun 22.12.2011 tarihli ve 2011/119 sayili kararinca
onaylandr ve caligmaya katilan tiim bireyler ¢alisma hakkinda
bilgilendirilerek yazili onamlar1 alind.

Tiim hastalarn jelli diiz tiiplere ve Etilendiamin tetraasetik asit
(EDTA) iceren tiiplere kanlar1 alinarak plazma ve serum eldesi
icin santrifiij edildi. Advia Centaur XP (Siemens Healthcare Di-
agnostics Inc, Tarrytown, NY, 10591-5097, USA) hormon otoa-
nalizoriinde sPSA ve T-PSA diizeyleri direkt kemiluminometrik
sandvi¢ immunoassay yontemi ile ol¢iildii. Plazma ornekleri te-
miz bir mikrosantrifiij tiipline alind1 ve ikinci santrifiijiin ardin-
dan RNA izolasyonuna kadar 200 pL’si -80°C’de sakland1 (ilk
santrifiij 4000 rpm’de 15 dakika, ikinci santrifiij 13000 rpm’de
5 dakika).
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Tablo 1. Ekspresyon diizeyine bakilan miRNA’lar

let-7a-3p miR-17-5p miR-125b-1-3p miR-146b-5p miR-25-5p miR-141-3p miR-198
let-7a-5p miR-23a-3p miR-125b-2-3p miR-203a miR-26a-1-3p miR-141-5p miR-205-5p
let-7b-3p miR-23b-3p miR-143-3p miR-449a miR-26a-2-3p miR-181a-5p miR-221-3p
let-7b-5p miR-23b-5p miR-143-5p miR-449b-5p miR-32-3p miR-181a-2-3p miR-221-5p
let-7c miR-100-3p miR-145-3p miR-21-3p miR-32-5p miR-181c-3p miR-370
miR-15a-3p miR-100-5p miR-145-5p miR-21-5p miR-93-3p miR-181¢-5p
miR-15a-5p miR-125a-3p miR-146a-3p miR-22-3p miR-93-5p miR-194-3p
miR-16-5p miR-125a-5p miR-146a-5p miR-22-5p miR-135b-3p miR-194-5p
miR-16-1-3p miR-125b-5p miR-146b-3p miR-25-3p miR-135b-5p miR-196a-3p
miRNA: mikroRNA
miRNA izolasyonu ve qRT-PCR: Uretici talimatina uygun . -
sekilde, High Pure miRNA Isolation Kit (Roche Diagnostics, Tablo 2. Kontrol ve hasta gruplarma ait tammlayici bilgiler
Manheim, Germany) kullanilarak RNA. izole edildi ve tekrar Yas Alkol Sigara Prostat
kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi. Izole RNA’lardan Tag- Grup ortalamasi  (+/-) (+5) Ol
Man MicroRNA Reverse Transcription Kiti (Applied Biosy-
stems, Foster City, CA, ABD) kullanilarak komplementer DNA ~ Kontrol (n:44) 618yl 6/38 1331 S0
(cDNA) elde edildi. Biitiin reaksiyonlar iiretici talimatinda be- PCal (n: 37) 63,9 yil 4/33 4/33 427 cc
lirtildigi sekilde gergeklestirildi. Reverse transkripsiyon islemi
PCa2 (n:13) 65,5 yil 2/11 2/11 36,7 cc

Gene-Pro Thermal Cycler (B384G, SN: BYQ606002E-060,
Kore) kullanilarak yapildi. cDNA 6rnekleri polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) analizi yapilincaya kadar -80°C’de saklandi.

Pre-amplifikasyon iglemi TagMan PreAmp Master Mix 2X
(PN 4391128; Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD) ve
Megaplex Human Primer Pools Set v3.0 (PN 4444750; App-
lied Biosystems, Foster City, CA, ABD) kullanilarak, iiretici
talimatinda belirtildigi gibi yapildi. miRNA TagMan PreAmp
Thermal Protokolii Gene-Pro Thermal Cycler (B384G, SN:
BYQ606002E-060, Kore) kullanilarak gergeklestirildi.

Quantitative Real-Time PCR reaksiyonlar1 (QRT-PCR) yiiksek
kapasiteli BioMark Real-Time PCR sistemi (Fluidigm, South
San Francisco, CA, ABD) ile gergeklestirildi. Pre-amplifiye
cDNA ornekleri ile PCR karigimi 96.96 Dynamic Array’in (Flu-
idigm, South San Francisco, ABD) 6rnek kismina pipetlendi. 1:1
sulandirilmis 20X Assay’ler 96.96 Dynamic Array’in assay kis-
mina pipetlendi. BioMark IFC Controller (HX-10273, Fluidigm,
San Francisco, CA, ABD) assay ve ornek karigimlarinin 96.96
Dynamic Array odaciklarina Fluidigm’s Integrated Fluidic Cir-
cuit Technology kullanilarak yiiklenmistir. BioMark System ile
RT-PCR basamagi iiretici talimatlarina gore yapilmigtir.

Istatistiksel analiz
Elli dokuz miRNA (Tablo 1) ekspresyonunun istatistiksel ana-
lizleri dolagimdaki housekeeping gen problemini gideren global

ortalama normalizasyon metodunu kullanan Biogazelle’s gbase
PLUS 2.0 software (Belgium) ile degerlendirildi. Hasta ve kont-
rol gruplari arasindaki ekspresyon farkliliklart Mann-Whitney
U testi ile karsilagtirildi. P<0,05 degeri istatistiksel olarak an-
laml kabul edildi. miRNA ekspresyon farkliliklari 2-44¢ esitligi
kullanilarak kat degisimi (fold changes) olarak verildi. T-PSA,
s/T-PSA ve miRNA expresyonlarinin tanisal giicleri alic1 isletim
karakteristik (receiver operating characteristic; ROC) egrilerin-
den elde edilen duyarlilik, 6zgiilliik ve cut-off degerlerine gore
degerlendirildi. Bu istatistiksel analizler icin MedCalc ve SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences Inc; Chicago, IL,
ABD) 11,5 istatistik programlar kullanildi. Sonuglarin analizle-
ri i¢cin ROC Curve ve faktor analizi kullanildi.

Bulgular
Caligmaya dahil edilen gruplara ait tanimlayici bilgiler Tablo 2°de verildi.

PCa 1 grubu ile kontrol grubunun T-PSA ve s/T PSA orani verileri
karsilagtirlarak, ROC egrileri ¢izildi (Sekil 1, 2). Duyarlilik (sen-
sitivite) ve ozgiilliikleri (spesifite) icin optimum degerler belirle-
nerek bunlara karsilik gelen kestirim degerleri (cut-off) se¢ildi.

Prostat spesifik antijenin kestirim degeri >4,85 ng/mL iken du-
yarlilik ve 6zgiilliigii sirasiyla; %81,1 ve %25 idi. s/T PSA ora-
ninin kestirim degeri <0,233 (=%?23,3) iken duyarlilig1 ve 6zgiil-
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Sekil 1. PCa 1 ile kontrol gruplarinda T-PSA’nin ROC egrisi

(AUC=0,566)
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Sekil 2. PCa 1 ile kontrol gruplarinda s/T PSA oraninin ROC

egrisi (AUC=0,602)

liigti sirasiyla %67,57 ve %38,64 idi. T-PSA ve s/T PSA oraninin
egri altinda kalan alan1 (area under the curve; AUC) sirasiyla;
0,566 (p=0,3206) ve 0,602 (p=0,1109) olarak hesaplandi.

PCa 1 ile kontrol grup kargilagtirmasinda, ekspresyonlari arasin-
da anlaml kat farki olan miRNA’lar belirlenerek ROC egrileri

Sekil 3. PCa 1 ile kontrol gruplarinda miR-16-5p ROC egrisi
(AUC=0,586)

Tablo 3. PCa 1 ile kontrol gruplarinda, ekspresyonlar:
arasinda anlamh kat farki goriilen miRNA’lar

Artan miRNA’lar Azalan miRNA’lar
miR-16-5p miR-203a
miR-17-5p

miRNA: mikroRNA

cizildi ve bunlar arasindan AUC’si s/T PSA oranina yakin ve
yiiksek olan miRNA’lar ile duyarlilig1 ve tanisal giicleri kargi-
lastirildi. Bu iki grup arasinda, bakilan miRNA’lar a¢isindan is-
tatistiksel fark bulunamadi (p>0,05).

PCa 1 ile kontrol gruplar1 arasinda miRNA ekspresyon diizey-
leri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark olmasa da bazi
miRNA’lar icin hem global ortalamaya gore, hem de gruplar
arasi kargilagtirmaya gore 2 ve lizerinde kat degisimi oldugu go-
riildii ve bu degigimler anlaml olarak degerlendirildi. iki kat ve
tizerinde degisim goriilen miRNA’lar Tablo 3’te verildi.

Kat degigimi (222<") degerleri baz alinarak gruplar arasi karsi-
lagtirma ile anlamli kat artiginin belirlendigi bu 3 miRNA’nin
tanisal giiclinii degerlendirmek icin MedCalc istatistik programi
kullanilarak ROC egrileri ¢izildi. Optimum 6zgiilliik ve duyarli-
ik degerleri temel alinarak her bir parametrenin kestirim deger-
leri belirlendi. Bunlar arasindan yalnizca miR-16-5p’nin AUC
degerleri digerlerine gore daha yiiksek olarak degerlendirildi.
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Sekil 4. PCa 1 ile kontrol gruplarinda s/T PSA + miR-16-5p

kombinasyonu ROC egrisi (AUC=0,616)
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Sekil 5. PCa 1 ve PCa 2 gruplarinda s/T PSA orani karsilastiril-

masinda ROC egrisi (AUC=0,628)

miR-16-5picin kestirim degeri>1,71 kat iken duyarlilig1 %93,75
ve ozgiilligl %25 idi. Buna gore AUC degeri 0,586 (p=0,5080)
olarak hesaplandi (Sekil 3). s/T PSA oran1 AUC’sinden daha
diisiik degere sahip olsa da bu ti¢ miRNA arasindan en yiiksek
AUC degerine sahip olan miR-16-5p secilerek s/T PSA orani ile
kombine ROC egrileri ¢izilerek degerlendirildi (Sekil 4).

Sekil 6. PCa 2 ile kontrol gruplarinda s/T PSA oram1 ROC
egrisi (AUC=0,698)

Tablo 4. PCa 1 ve PCa 2 gruplar arasinda, ekspresyonlari
arasinda anlamh kat farki goriilen miRNA’lar

Azalan miRNA’lar
miR-25-3p miR-194-5p
miR-125b-5p miR-203a

miRNA: mikroRNA

PCa 1 ve PCa 2 kargilastirmasinda, s/T PSA oran icin kesti-
rim degeri >0,1337 (>%13,37) oldugunda optimum duyarli-
lik %83,8 ve optimum 6zgiillik %53,8 idi. AUC’si ise 0,628
(p=0,2448) olarak hesapland1 (Sekil 5). T"-PSA>10 ng/mL olan
PCa 2 grubunda bazi miRNA’larin ekspresyonlar1 azalmis olsa
da (Tablo 4), bu degisim istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0,05). Gruplar arasi kat farki bulunan 4 miRNA’nin 2-44¢
degerlerine gore ROC egrileri ¢izildi. Bu dért miRNA’nin da
AUC’si s/T PSA oranindan daha yiiksek degerlere sahipti. PCa
1 ve PCa 2 gruplarinda s/T PSA oranindan daha yiiksek AUC
degerine sahip olan bu dért miRNA’nin her biri tek tek ve dordii
birlikte s/T PSA ile beraber ROC egrileri ¢izilerek degerlendiril-
di, tanisal giicleri karsilagtirild: (Tablo 5).

PCa 2 grubu ile kontrol gruplarinin s/T PSA oranlar1 kargilas-
tirtldi (Sekil 6). PCa 2 ile kontrol gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanamasa da Tablo 6’da gosterilen miR-
NA’larin gruplar arasinda iki ve iistii kat farkinin oldugu gériil-
dii. s/T PSA oran1 AUC degerinden daha yiiksek degere sahip
olan iki miRNA belirlendi, miR-125b-5p ve miR-194-5p. PCa 2
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Tablo 5. PCa 1 ve PCa 2 grup karsilastirmasinda, ROC egrileri cizilen parametrelerin verileri

Parametre Cut-off AUC Duyarhlik Ozgiilliik
s/T PSA %13,37 0,628 %83.8 %53.8
miR-25-3p 3,821 kat 0,708 %857 %4167
miR-125b-5p 2,41 kat 0,744 %100 %61 ,54
miR-194-5p 1,05 kat 0,933 %100 %80
miR-203a 1,038 kat 0,667 %100 %41,67
s/T PSA+miR-25-3p 04314 0,647 %84.,62 %18.92
s/T PSA+miR-125b-5p -0,2997 0,601 %76.,92 %35,14
s/T PSA+miR-194-5p 0,9065 0,672 %9231 %2432
s/T PSA+miR-203a 0,4082 0,707 %9231 %3243
s/T PSA+4 miRNA -0,033 0,576 %9231 %37 ,84

ROC: alic1 isletim karakteristik (receiver operating characteristic) egrileri; AUC: egri altinda kalan alan1 (area under the curve); s/T PSA: serbest/total PSA orani; miRNA: mikroRNA

ile kontrol gruplarinda s/T PSA oranindan daha yiiksek AUC de-
Tablo 6. PCa 2 ile kontrol gruplarinda ekspresyonlar: gerine sahip olan miR-125b-5p ve miR-194-5p’nin her biri tek
arasinda anlamh kat fark: gorillen miRNA’lar tek ve ikisi birlikte s/T PSA ile beraber ROC egrileri cizilerek
tanisal giicleri karsilastirildi (Tablo 7).

Artan miRNA’lar Azalan miRNA’lar
miR-181c-5p miR-25-3p Tartisma
miR-125b-5p PCa 1 ve kontrol gruplarinin T-PSA verileri ile elde edilen ROC
; egrileri sonuglari literatiir ile uyumlu bulunmustur. Caligmamiz-
miR-194-5p

daki cut-off degeri 4,85 ng/mL, duyarlilig1 %81,1 ve ozgiilligii
miRNA: mikroRNA %25 iken, literatiirde cut-off degeri 3,9 ng/mL alindiginda %85
duyarlilik ve %25 ozgiilliikle benign hastalart malign olandan
ayirabildigi gosterilmistir.®! Caligmamizda s/T PSA oraninin

Tablo 7. PCa 2 ile kontrol grup karsilastirmasinda, cut-off degeri %23,3 iken duyarlilif1 %67,57, 6zgiilligii %38,64
ROC egrileri cizilen parametrelerin verileri idi ve bu sonuglar onceki ¢aligsmalarda elde edilen sonuglarla

5 uyumluydu. Nitekim onceki c¢aligmalarda s/T PSA orani icin
Parametre Cut-off AUC Duyarhlik Ozgiilliik %14-25 araligmn esik deger olarak kullanilmas1 6nerilmisgtir.?

s/T PSA %222 0,698 %76,92 %5227 . L . . .
Prostat kanseri tanis1 i¢in gri zon PSA degerlerine sahip hastalar-

miR-125b-5p 241kat 0818 %100 %72,73 la yapilan ¢aligmalarda s/T PSA’nin tanisal giiciiniin T-PSA’dan
daha iyi oldugu gosterilmistir.®?%! Caligmamizda literatiirle

il 2 Idlet WEty ity 7Sl uyumlu olarak T-PSA (0,566) ve s/T PSA (0,602) ROC egrileri
/T PSA+miR- arasindan s/T PSA’nin daha yiiksek AUC’ye sahip olmas1 nede-
125b-5p 06651 0,626 %84 .62 %25 niyle daha iyi ayirim yapabilecegi gosterilmisgtir.

JUERSZ N RSl 022 ks S0 PCa 1 ile kontrol karsilagtirmasinda benign-malign ayirimi i¢in

. .. o TP . s
ROC: alic1 igletim karakteristik (receiver operating characteristic) egrileri; AUC: egri tanisal guglerlm degerlendlr dlglIl’llZ miRNA’larin ekspr esyon-
altinda kalan alani (area under the curve); s/T PSA: serbest/total PSA orani; miRNA: lar1 arasinda anlamli kat farki olanlarin (mlR— 16-5 P, miR-17-
mikroRNA

5p, miR-203a) ROC egrileri ¢izildi. Ancak s/T PSA’dan daha
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yiiksek AUC degerine sahip bir miRNA yoktu. Kontrol grubuna
gore kanserli hastalarda arttig1 goriilen ve s/T PSA oran1 AUC
degerine en yakin AUC degeri olan miR-16-5p ile s/T PSA kom-
binasyonunun tanisal giicii degerlendirildi. Elde edilen AUC,
tek basina her iki parametrenin sahip oldugundan daha yiiksek
bulunmustur (0,616). Calismamiz bu kombinasyonun tanisal
giiciiniin daha iyi oldugunu gostermektedir.

Prostat doku orneklerinden yapilan iki calismada da miR-16
(yeni isimlendirmede miR-16-5p) ekspresyonu benign prostat
dokusu ile karsilastirildiginda kanserli dokuda azaldigi gosteril-
mis, PCa’da metastazi baskilayic1 6zelligi oldugu ve metastaz
gelisimi ile korele oldugu ileri siiriilmiistiir.?’ 28 Lokalize ve me-
tastatik kastrasyona direngli prostat kanserli hastalarda yapilan
ve bu iki patolojik durumun ayiriminda belirte¢ olarak deger-
lendirildigi calismada miR-16 ekspresyonunun lokalize gruba
gore metastazli grupta azaldigi goriilmiistiir.* Mahn ve ark.
130) prostat dokular1 ve hasta serumlarini kargilastirdiklart miR-
NA ekspresyonu ¢aligsmasinda; malign ve normal doku miR-16
ekspresyon diizeyleri arasinda fark goriilmemis, kanserli hasta
serumlarinda BPH ve saglikli kontrollere gore yiiksek oldugu,
prostatektomi sonrasinda ise iglem Oncesine gore azaldig1 goz-
lenmigtir.

miR-16, baz1 yaymlarda malign ve benign hastalarda ekspresyon
diizeyi farkli olmadig i¢in plazma miRNA ekspresyon profille-
mesi icin housekeeping olarak alindig1 goriilmiistiir. Baz1 calig-
malarda kanserli hasta orneklerinde azaldig1 yoniinde sonuglar
bulunmakta iken ¢aligmamizda, Mahn ve ark.”® serumdan elde
edilen sonuglari ile benzer sekilde, istatistiksel olarak anlamli
olmasa da kat farki olarak artmig oldugu goriildii.”'-

Calismamizda PCa 1 ve PCa 2 gruplariin verileri ile olustu-
rulan s/T PSA orant ROC egrilerine gore AUC’si hesaplandi
(0,628). Anlamli kat farki oldugu goriilen miR-25-3p, miR-
125b-5p, miR-194-5p ve miR-203a’nin PCa 2 grubunda azaldi-
81 goriildii. Her bir miRNA’nin tek tek ve hepsi birlikte s/T PSA
orani ile kombine edilerek ROC egrileri olusturuldugunda; miR-
194-5p’nin tek basma AUC degeri (0,933) istatistiksel olarak
anlaml1 (p<0,0001) ve en iyi tam giiciine sahip olan parametre
idi. Kombine olanlardan ise s/T PSA + miR-203a’nin sonuclari
digerlerine gore daha yiiksek olarak hesaplandi (AUC=0,707)
ve istatistiksel olarak da anlamliyd: (p=0,0131).

Tong ve ark.’¥ prostatektomi 6rneklerinden qRT-PCR yontemi
ile miRNA ekspresyon profillemesi yaptiklar1 calismada, miR-
194 ekspresyonunun (yeni isimlendirmede miR-194-5p) kanser-
li grupta artt181 gosterilmistir. Degismis miRNA ekspresyonunun
prostattaki onkojenik siirece eslik ettigini, bulduklar1 anormal
miRNA ekspresyonlariin erken hastalik niiks egilimini yansi-
tiyor olabilecegini ileri siirmiislerdir. Plazmadan izole edilen ve
PSA degerine gore ayrilan iki hasta grubunun karsilagtirildig bu

calismamizda ise miR-194-5p ekspresyon diizeylerinin PCa 2
grubunda azaldigin1 bulduk. Doku ve plazma 6rnekleri ekspres-
yon diizeyleri arasinda farklilik olabilecegini gosteren caligma-
larin olmast bu ¢aligma ile literatiir arasindaki farkliligin sebebi
olabilecegini diigtindiirmektedir.*"!

Malign ve normal prostat dokusu 6rneklerinden real-time PCR
ile miR-203 (yeni isimlendirmede miR-203a) ekspresyonunun
karsilastirildig bir calismada miR-203{in ilerlemis prostat kan-
serlerinde korele olarak azaldig1 gosterilerek, “anti-metastatik™
oldugu ileri siiriilmiistiir.*> Caligmamizda da literatiirle uyumlu
sekilde miR-203a ekspresyon diizeylerinin azaldig1 goriildii.

PCa 2 ile kontrol karsilagtirmasinda s/T PSA oran1 verileri ile
olusturulan ROC egrileri degerlendirilerek AUC degeri hesap-
lanmustir (0,698). Grup karsilastirmalart sonucu azalmig olarak
bulunan miR-125b-5p ve miR-194-5p’nin AUC degerleri s/T
PSA orant AUC degerinden daha yiiksek olarak hesaplandi (s1-
rastyla; 0,818 ve 0,806). Sonrasinda tek tek ve beraber s/T PSA
orani ile kombine olarak elde ettig§imiz ROC egrilerine gore;
miR-125b-5p ve miR-194-5p ekspresyonlarinin tek baslarina
s/T PSA’dan daha yiiksek tanisal giice sahip oldugu soylenebilir.

Literatiirde miR-125b (yeni isimlendirmede miR-125b-5p) ile
ilgili celigkili sonuclar bulunmaktadir; bazi yayinlarda onkomir
oldugu ve prostat kanserlilerde ekspresyonunun arttig1 bulunur-
ken, bazi caligmalarda ise azaldig1 gozlenmigtir.22829-31-34.36-39]
Mitchell ve ark.”? metastatik prostat kanserli ve kontrol has-
talarinin serum oOrneklerinden qRT-PCR yontemi ile miRNA
ekspresyonlarint karsilagtirmiglar ve kanserli grupta miR-125b
ekspresyon diizeyinin daha yiiksek oldugunu raporlamiglardir.
Ozen ve ark.’, benign ve prostat kanserli dokudaki miRNA’la-
rin ekspresyonunu karsilastirmig ve lokalize prostat kanserli do-
kuda miR-125b ekspresyonunun daha diisiik oldugunu gérmiis-
ler. Calismamizda miR-125b ekspresyonunu istatistiksel olarak
anlamli olmasa da kanserli grupta azalmis olarak bulduk.

Calismalarin ¢ogunda malign-benign ayirimi igin taramada
kullanilacak, PSA’nin tanisal giiciinii artiracak ya da tek bagina
daha gii¢lii bir belirteg olarak kullanilabilecek biyobelirte¢ bu-
lunmas1 amaglanmaktadir. Caligmamizda gri zondaki hastalarda
s/T PSA + miR-16-5p kombinasyonunun tek bagina T-PSA veya
s/T PSA oram kullanimindan daha iyi tanisal giiciiniin olmasi
onemli bir bulgudur.

PSA degeri >10 ng/mL olan PCa 2 grubundaki miR-194-5p eks-
presyonu azalmasi prostat malignitesi varligini1 destekleyebilir
ve prognozla iligkili olabilir. PSA diizeyi >10 ng/mL olan pros-
tat kanseri hastalar1 ile PSA degeri 2-10 ng/mL araliginda olan
benign grup kargilastirildiginda ise; miR-125-5p ve miR-194-5p
ekspresyonlarindaki azalmanin malignite lehine oldugunu ve s/T
PSA’dan daha iyi sekilde bu ayirim1 yapabildigini saptadik. An-
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cak PSA’nin >10 ng/mL oldugu durumlarda biyopsi kaginilmaz
oldugu icin, tarama amacl belirte¢ kullanimi girisimsel igleme
maruziyeti azaltmayacak, taniya gidisi hizlandirmayacaktir.

miRNA ekpresyon profilleme c¢aligmalarinda; farkli evredeki
kanser gruplarinin karsilagtirilmasi, kontrol olarak BPH’l1 has-
ta ya da saglikli goniilliilerin alinmasi, farkli 6rneklerden izole
edilmesi, farkli biiytikliikteki popiilasyonlardan c¢alisma yapil-
masl, izolasyon ve ekpresyon degerlendirme yoOntemlerinin
farkli olmas1 gibi bircok nedenden dolayi ¢eliskiler olabilmekte-
dir. Kiiciik popiilasyonlarda yapilan ¢aligmalarin geneli ne kadar
yansitti§1 bilinmeli, iyi bir 6rneklem grubu se¢ilmelidir. Sonug-
larin dagiliminin genis olmasi ile beraber ¢eligkili verilerin elde
edilmesine sebep olabilecegi unutulmamalidir.

Caligmamizda rahatlikla elde edilebilen orneklerden ¢alisilmasi,
cok sayida ornegi birkag saatlik tek bir PCR igleminden sonra elde
edilen verilerle degerlendirebilmek biiyiik bir avantajdir. Doku el-
desi, miRNA’larm izolasyonu, secilen yontemin uzun ve zahmetli
olmasi gibi durumlar caligmanin verimini de etkileyecektir. Erken
tani i¢in kullanilacak tarama amacli her tiirlii analizin kisa, kolay,
ucuz olmast, ornegin kolay elde edilmesi istenmektedir.

Sonug olarak, daha genis ve evrelerine gore gruplandirilmig po-
pulasyonlarla planlanacak arastirmalarda miRNA ekspresyon
profillerinin ¢aligilmasinin Pca’nin erken tanisinda miRNA’larin
kullanilabilmesini saglayacagini diisiinmekteyiz.
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