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OZET
Uretra darhiklarinda mikrorna’larmn roli
Dr. Salih Biitiin

Uretra darlig1, hasta sagligin1 ve yasam kalitesini olumsuz etkileyen, {iretranin yeterli
genisleyebilme  Ozelligini  kaybetmesi  olarak  tanimlanabilir. ~ Genellikle
spongiyofibrozis ve sonrasinda gelisen epitel hasari ile olustugu kabul gorse de, bu
siireclerin detaylar1 kesin olarak bilinmemektedir. Bu ¢alismamizda iiretra darliginin
patofizyolojisinin aydinlatilmasina katkida bulunmay1 amagladik. Patofizyoloji ortaya
konulabilirse, yeni tedavi yontemleri de gelistirilebilir. Uretra darhig1 tedavisi cerrahi
yontemlerle yapilmaktadir. Hasta oOzelliklerine gore noninvaziv ve daha invaziv
yontemler tercih edilebilir. Baz1 durumlarda noninvaziv tedavi yontemlerinde 1srar
edilmesi faydadan ¢ok zarar verebilmekte ve kesin tedavi olan iiretroplasti basarisini
olumsuz etkileyebilmektedir. Hasta bazli diisiiniildiigiinde erken niiks 6ngdrulebilirse
ve etiyoloji aydinlatilabilirse noninvaviz yontemlerle 1srar edilmeden, kesin tedavi
olan iiretroplastinin erken uygulanmas1 gtindeme gelebilir. Ozellikle yakin donemde
cesitli hastaliklarin tanisinda ve prognoz tayininde mikroRNA’lar (miRNA) ile ilgili
literatiirde cesitli ¢alismalarin yapildigr goriilmektedir. Bu amaclar dogrultusunda

miRNA’larn iiretra darliklarindaki rollerini aragtirmay1 planladik.

Pamukkale Universitesi Uroloji Anabilim Dali’nda Mart 2022 ve Kasim 2022 tarihleri
arasinda, bukkal mukozal greft ile Uretroplasti ve anastomotik Uretroplasti yapilan
toplam 45 hasta ¢alismaya dahil edildi. Hasta grubu olarak, travmatik nedene bagh
gelismeyen tiretra darligi bulunan, bukkal mukozal greft ile Gretroplasti yapilan 30
hastanin, {iretroplasti sirasinda dar ve spogiyofibrozisli Uretra dokusundan ornek
alindi. Kontrol grubu olarak, travmatik nedene bagl gelisen iiretral stenozu bulunan,
anastomotik uretroplasti yapilan 15 hastanin, tiretroplasti sirasinda spatulize edilecek
olan saglikli {liretra dokusundan 6rnek alindi. Her iki grupta alinan {iretra dokular
cerrahi tedavi basarisint olumsuz etkilemeyecek diizeyde idi. Toplanan (retra
dokularindan literatiir taramasi sonucu belirlenen miR-146a-5p, miR-155-5p, miR-
142-3p, miR-26b, miR-129-5p, miR-9-5p, miR-29a molekillerinin total RNA
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izolasyonu yapilarak katl degisim degerleri gruplar aras1 degerlendirildi. Verilerin
tanimlayicr istatistiklerinde ortalama, standart sapma, medyan en diisiik en yiiksek,
frekans ve oran degerleri kullanildi. Degiskenlerin dagilimi Kolmogorov- Smirnov test
ile 6lgiildii. Nicel bagimsiz verilerin analizinde Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U test
kullanildi. Analizlerde SPSS 28.0 programi kullanildi. Tum analizlerde P<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Travmatik nedene bagli gelismeyen Uretra darligi bulunan 30 hastalik grup ve 15
hastalik kontrol grubu arasinda miR-29a, miR-155-5p, miR-26b, miR-129-5p, miR-
142-3p, miR-146-5p kath degisim degeri anlamli farklilik gostermemistir (P>0.05).
Uretra darlig1 olan grupta miR-9-5p katli degisim degeri kontrol grubundan istatiksel
anlamli olarak (P < 0.05) daha diisiik bulundu.

Yaptigimiz literatiir taramasina gore, bu ¢alisma travmatik nedene bagli olmayan
tiretra darlig1 bulunan iiretra dokusu ve kontrol grubu iiretra dokusu arasinda miRNA
katli degisim degerlerini karsilastirilan ilk ¢aligmadir. Sonug olarak, ¢alismamizda
mMiR-9-5p’nin iiretra darliginin patofizyolojisine 11k tutabilecegini saptadik. miR-9-
5p’nin koruyucu etkileri olabilecegini ancak hastalarin klinik bulgularinm, Uretral
fibrozisteki patofizyolojik siirecin tamamlanmasindan daha once ortaya ¢iktigini

gosterdik.

Anahtar kelimeler: iiretra darligi, miRNA, fibrozis, spongiyofibrozis, tretroplasti
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SUMMARY
Role of microRNASs in urethral stricture
Dr. Salih Bitln

Urethral stricture can be defined as the loos of adequate expandability of the urethra,
which adversely affects patient health and quality of life. Although it is generally
accepted that it occurs with spongiofibrosis and fallowing epithelial damage, the
details of these processes are not known precisely. In this study, we aimed to contribute
to the explanation of the pathophysiology of urethral stricture. If the pathophysiology
can be revealed, new treatment methods can be developed. The treatment of urethral
stricture is performed by surgical methods. Non-ivasive and invasive methods can be
preferred according to patient characteristics. In some situations, insisting on non-
invasive treatment methods may do more harm than good and may negatively affect
the success of urethroplasty, which is the definitive treatment. Considering on a patient
basis, if early recurrence can be predicted and the etiology can be clarified, early
administration of urethroplasty, which is a definitive treatment, may come to the fore
without insisting on non-invasive methods. Especially recently, it is seen that various
studies have been carried out in the literature on microRNAs (miRNA) in the diagnosis
and prognosis of various diseases. For these purposes, we projected to research the
role of miRNAs in urethral strictures.

Pamukkale University Department of Urology in March 2022 between November
2022, a total of 45 patients who underwent urethroplasty with buccal mucosal graft
and anastomotic urethroplasty were included in the study. As the patient group,
specimens were taken from the narrow and spogiofibrosis urethral tissue of 30 patients
who had urethral stricture that did not develop due to traumatic causes and who
underwent urethroplasty with buccal mucosal grafts. As a control group, specimens
were taken from healthy urethral tissue spatulized during urethroplasty from 15
patients who had urethral stenosis due to traumatic causes and underwent anastomotic
urethroplasty. The urethral tissues taken in both groups were at a level that did not

negatively affect the success of surgical treatment. The miRNAs to be investigated
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from the collected urethral tissues were determined by literature review. miRNAs to
be researched were determined as miR-146a-5p, miR-155-5p, miR-142-3p, miR-26b,
miR-129-5p, miR-9-5p, miR-29a. Total RNA was isolated from the urethra tissues
collected from the individuals participating in the study by means of a commercial Kit.
The expression levels of the determined miRNA molecules in the obtained RNA
samples were investigated by real-time PCR method. 2ACt method was used to
evaluate miRNA expressions. The fold change values of the miRNAs found by the
analyzes were compared statistically between the groups. Mean, standard deviation,
median lowest, highest, frequency and ratio values were used in the descriptive
statistics of the data. The distribution of variables was measured with the Kolmogorov-
Smirnov test. Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U test was used in the analysis of
quantitative independent data. SPSS 28.0 program was used in the analysis. P<0.05

was considered statistically significant in all analyses.

The fold change values of miRNAs were compared between the group of 30 patients
with non-traumatic urethral stricture and the control group of 15 patients. In the results,
fold change values of miR-29a, miR-155-5p, miR-26b, miR-129-5p, miR-142-3p,
miR-146-5p did not differ significantly (P > 0.05). The fold change value of miR-9-
5p in the group with urethral stricture was found to be statistically significantly (P <

0.05) lower than the control group.

According to our literature review, this is the first study to compare miRNA fold
change values between urethral tissue with non-traumatic urethral stricture and control
group urethral tissue. In conclusion, we found in our study that miR-9-5p may explain
the pathophysiology of urethral stricture. We have demonstrated that miR-9-5p may
have protective effects, but the clinical findings of patients appear before the

completion of the pathophysiological process in urethral fibrosis.

Keywords: Urethral stricture, miRNA, fibrosis, spongiofibrosis, urethroplasty
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1. GIRIS VE AMAC

Genel olarak iiretra darlig, tiretranin yeterli diizeyde genisleyebilme 6zelligini
kaybetmesi ve liretral liimen kalibrasyonunda azalmayla sonuglanan farkli derecelerde
spongiyofibrozis ve epitel hasarini igeren bir siireci kapsamaktadir [1, 2]. Uretra
darliklar1 genellikle yasl erkeklerde daha yaygin gériilmektedir. Iliskili populasyonun
yaklagik %0.6's1 risk altindadir [3]. Meta analizlere gore etiyolojinin yaygin sebepleri
arasinda idiyopatik (%33), iyatrojenik (%33), travma sonrasi (%19) ve inflamatuvar
suire¢ (%15) yer almaktadir [4]. Uretra darhig1 yasam kalitesini ve hasta sagligin
olumsuz etkilemektedir, tedavi edilmemesi durumunda mesane disfonksiyonu, bébrek
yetmezIligi, mesane kanseri ve Fournier gangreni gibi iirolojik ciddi sorunlara yol

acabilir [5].

Uretra darhig1 tedavisi cerrahi yontemlerle yapilmaktadir. Oncelikle, belirli
kriterler varliginda daha noninvaziv yontemler olan endoskopik tedaviler denenebilir.
Bu tedavi sonrasinda, niiks ve tedavi basarisizligi gelisebilir. Ancak tekrarlayan
endoskopik tedavilerde 1srar edildiginde, faydadan ¢ok zarar getirip kesin tedavi olan
tiretroplastiyi  komplike hale getirebilmekte ve {iretroplastinin basart oranin

azaltabilmektedir [6].

Bazi kanserler gibi sebebi tam aydinlatilamamas siireglerin ve hastaliklarin tani
ve yonetiminde genetik faktorlerin rol aldigi yeni caligsmalarla da gosterilmistir.
mikroRNA’lar (miRNA) gen diizenlenmesinde posttranskripsiyonel  etki
gostermektedir. miRNA’larin gen diizenlenmesindeki rolleri nedeniyle organ
fibrozisinde, fibrotik strecleri farkli yollarla etkileyebilmektedir. Son yillarda gesitli
hastaliklarin tanisinda, prognoz tayininde ve patolojik siirecleri aydinlatabilmek i¢in
miRNAlar ile ilgili caligmalar yapilmaktadir. miRNA’larin potansiyel bir biyobelirte¢
olabilecegi disiiniilmektedir [7-9].

Bu calismamizda miRNA’larin gen diizenlenmesindeki rollerinden dolayz,
tiretra darliklarinin olusumundaki patofizyolojik stireclerle ilgili yardimer bilgiler
verebilecegi diisiiniildii. Ayrica iiretra darligmmin hangi hastalarda daha ¢ok ortaya
cikabilecegine dair fikir edinebilmeyi amagladik. Uretra darlig ile ilgili patofizyolojik
strecler daha detayli ortaya konulabilirse, yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi
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miimkiin olacaktir. Buna ilaveten, hangi hasta grubunda daha invaziv, hangi hasta
grubunda daha noninvaziv tedavi yontemlerinin tercih edilebilecegine dair bir fikir
edinilebilecektir. Hangi hasta gruplarinda, 6zellikle noninvaziv tedavilerde 1srar

edilmemesi gerektigi de belirlenebilecektir.
2. GENEL BILGILER

2.1 URETRA EMBRIYOLOJIK GELISiMi

Gebeligin 4. Haftasinda embriyo kivrilir. Kuyruk kisminin katlanmasi sonucu
endoderm ile ddseli bir bosluk gériiniimiinde olan kloaka meydana gelir. Urogenital
sistemi olusturacak kloakal membran, kloakanin endodermi ile anal ¢ukurun
ektoderminden meydana gelmektedir. Gebeligin 7. haftasina kadar kloaka,
mezensimden gelisen iirorektal septumla, 6nde Grogenital sinds ile arkada rektum ve
anal kanalin kraniyal parcas1 olarak bolun(r. Yedinci haftada, Grorektal septum kloakal
membranla birlesir . Kloakal membran ve iirorektal septumun birlesme yeri daha sonra
perinenin tendin6z merkezi olan perineal cismi olusturur. Bulbospongioz,
iskiokavernoz, transvers siiperfisyal perineal kas on kisimdan geligir. Kloakal
membranin, kraniyal ucundan mezensim hiicrelerinin go¢ etmesi ile birlikte genital
tiiberkiil olusur. Kloakal membranin laterallerinden iirogenital katlantilar ve
labioskrotal siskinlikler olusur. Urogenital membran, iirogenital olugun tabaninda yer

alir (Sekil 1) [10].

Genital
titberkiil

Urogenital

katlant :

— { L Labioskrotal
Kloakal _ ¢ siskinlikler
membran / /

Anal membran

6. Hafta 7. Hafta

Sekil 1. 6. ve 7. hafta genital tiberkul, Grogenital membran, iirogenital katlanti
ve labioskrotal siskinlikler [11]



Bu asamaya kadar gelisim her iki cinste de benzerdir. Gebeligin 9. Haftasinda
erkekte gonadlarin farklilagsmasi ile Leydig hiicreleri testiste gortlur. Hipofiz bezinden
salgilanan LH’a yanit olarak testosteron salgisi baslar. Testosteron lirogenital siniis ve
genital tiiberkiilde daha gii¢lii androjen olan dihidrotestosterona doniisiir, normal
gelisim i¢in bu donisim gereklidir. DHT Wolffian kanali, genital tiiberkiilii ve
tirogenital siniisii erkek yoniinde farklilastirir. Maskulenizasyonun ilk belirtisi olarak
aniis ile genital yapilar arasinda mesafe artar. Fallus uzamasi, sonrasinda iiretral pleyt
olusumu siireci takip eder. Genital tiiberkiil {i¢ germ tabakisin1 da barindirmaktadir.
Ektodermden fallus ve stinnet derisi, mezodermden korporal cisimler ve erektil doku,
endodermden vestibiiler plak, iiretral pleyt gelisimi goriiliir. Uretral pleyt, pelvik
uretradan glans penisin hemen distaline kadar kenarlarindan iiretral katlantilar ile
birlikte uzanir. Uretral pleyt, penil saft i¢inde genis bir iiretral oluk olusturmak iizere

proksimalden distale kanalize olur (Sekil 2) [10, 12].

Uretral pleyt Uretral oluk

Uretral oluk

. /
Uretrd%e\\yt |
2 f
)

Tibiiler

. Uretral tiretra

meatus

;l, 9. Hafta 11. Hafta [y
Uretral oluk Birlesen katlantilar

Sekil 2. Fetal hayat 9-11. haftalar arasinda erkek tretrasinda, Uretral oluk
glansa dogru kanalize olur. Uretranin proksimalden tiibiilerize oldugunu ve meatusun

11. haftada daha distale ilerlemis oldugunu gérmekteyiz [10, 11]

Erkeklerde glans penisteki iiretranin distal kismi, ektodermal hiicre
kordonundan koken alir. Hiicreler penis ucundan igeriye dogru , spongiyoz iiretra ile
birlesene kadar biiyiirler “Ektodermin ige gomiilme teorisi” (Sekil 3) [13]. Farkli daha
giincel bir teori, liretranin tamamen endoderm kaynakli oldugunu diistindiirmektedir.

Bu teoriye gore iiretranin distal kismi, tiretral pleytin distale dogru biiyiliyerek direk



kanalizasyonu ile olusur. “ Ektodermin i¢ce gdmiilme teorisi” yerini son zamanlarda bu

Epitelyal &

nv: a)maS\ on

teoriye birakmistir [14].

rafc

ccra

Sekil 3. Gebeligin yaklastk 11. ve 16. Haftalari, distal iiretra gelisimi

“Ektodermin i¢ce gdmiilme teorisi” [11]

Penil iiretra, iiretral katlantilarin kompleks ve multifaktoriyel siireg ile flizyonu
sonucu olusur. Uretral olugun epitel kenarlar1 orta hatta penil rafeyi olusturmak igin
birlesir. Yaklasik gebeligin 11 ve 16. haftalarinda gerceklesen bu siiregte aksaklik
olmasi durumunda hipospadias gibi gelisim bozukluklar1 ortaya ¢ikmasi beklenir [10,

15].
2.2 URETRA HiSTOLOJISI

Histolojik yapis1 erkek ve kadinlarda farkli olup erkeklerde temelde 4 kisimdan
olusmaktadir. Ortalama erkek iiretras1 20 cm uzunlugundadir. Preprostatik Gretra
mesane boynundan prostat girimine yaklasik 0,5-1,5 cm uzanir. Duvart ¢ok katli
degisici epitel ile dosenir. Prostatik iiretra mesane boynundan baslayip prostat boyunca
yaklagik 3-4 cm uzanir. Hilal seklinde seyreder, duvart cok kath degisici epitelle
dosenir. Prostatin kanallar1 bu boliime acilir. Membrandz iiretra prostatin apeksinden
bulbus penise kadar kisa bir segment olarak uzanir. Duvari yalanci ¢ok katli prizmatik
veya cok katli prizmatik epitelle doselidir. istemli olan eksternal sfinkter, derin

perinenin iskelet kaslari ile sarilarak burada olusur. Anterior iiretra penis boyunca



yaklasik 15 cm uzanir. Penis tabanindan gecerken yalanci ¢ok kath prizmatik epitel

ile doselidir, distalde penisten ¢ok katli yassi epitel olarak ¢ikar (Sekil 4) [16-18].

) Cok kath
Mesane - # degisici epitel
boynu g )
3 y Prostatik
. iretra
e ' =
: Cok kath/yalanct
I B ™ cok kath prizmatik
[N epitel
-
t & =

e
N | o Cok kath
S ENG / Meatus yasst epitel
O+

Sekil 4. Uretra kisimlar1 ve epitelleri [15]

Penil Uretra, her iki korpos kavernozumum ventral komsulugundaki endotel
hiicreleri ile doseli korpus spongiyozumun iginde yer alir. Korpus kavernozum ve
korpus spongiyozumu bir¢ok kaverndz bosluk olusturur. Kavernoz bosluklar arasinda

elastik liflerden zengin ince bag dokusu ve diiz kas lifleri bulunur [16, 17].

Asagida penil dretranin spongiyoz cisim ile ¢evrelendigi bir kesit
gosterilmektedir. Uretra bu boliimde ¢ok katli prizmatik epitel ile dosenmistir. Alttaki
ince tabaka lamina propriya, damardan zengin ve beslenmesi oldukga iyidir. Bag

dokularinin i¢inde mukus salgilayan iiretra bezleri (Littre) mevcuttur. Diizensiz girinti



cikintilar olan iiretral lakiinalar1 (morganini) penil {iretranin liimeninde gozlenir. Littre

bezleri bu tiretral lakiinalara acilir (Sekil 5) [16, 17].

Littre bezleri ve kanah

Sekil 5. Penil Uretra histolojik gérinim enine kesit [17]

2.3 URETRA FiZYOLOJiSi

Uretranin gorevi, idrar ve meni gecisine izin vererek disar1 atilmasini
saglamaktir. Uretra yiizeyini kaplayan epitel dokusu idrar, ejekulat ve viicut disi

maruziyet durumlarina karsi tiretray1 korur [18].

Uretra diiz ve cizgili kaslardan olusmustur. Uretral duvardaki diiz kas lifleri,
detrusorden daha ince ve belirgin Kkatlarla dizilidir. Longitudinal duz kaslar daha
baskin olup, daha ince i¢ katman tabakasi bulundurur, {liretranin sabitlenmesinde
sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Daha ince halde bulunan sirkiiler kaslarin liimeni
kapatmada veya mesane boynunun iseme sirasinda gevsemesinde yardimct oldugu
diisiiniilmektedir. Uretranin lamina propriya tabakasinda, birkag hiicrenin olusturdugu
dagmik kiictik lifler bulunur. Cizgili kas erkekte mesane boynu ve prostatin 6n
yiiziinden membrandz iiretra boyunca uzanir. Uretral basingta, iiretral diiz ve ¢izgili

kaslarin, lamina propriyanin géreceli rolleri oldugu goziikmektedir [11, 19].

2.4 URETRA KLINIiK ANATOMISi

Erkek iiretrasinin biiyiik kismi1 damardan zengin korpus spongiozum ve glans
penis icerisinde bulunur. Temelde posterior ve anterior iiretra olarak siniflandirilir.
Posterior iiretra mesane boynunun distalinden baslar, perineal membrana kadar devam
eder. Anterior iiretra, perineal membrandan sonra baslayip eksternal {iretral meatusa

kadar devam eder [11]. Posterior Uretra, prostatik tretra ve membran6z Uretra olarak
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ayrilir. Anterior iretra, bulbar iiretra, penil iiretra, fossa navikularis, glandular iiretra

ve liretral meatus olarak ayrilir (Sekil 6) [15].

Prostatik iiretra

Membranéz iiretra

Bulbar
uretra

Fossa navikularis

Meatus

Sekil 6. Uretra sagittal gorinim. Siyah kalin gizgi Uretranin anterior ve

posterior olarak boliindiigii kisimi gostermektedir [15]

Normal dretra lumeninin en az 30 Fr olmast beklenmektedir. Fossa
navikulariste diger liretra kisimlarindan liimeni bir miktar daha dar (yaklasik 22-24 Fr)
olarak gorulmesi normaldir [15].

2.4.1 Posterior Uretra

2.4.1.1 Prostatik Uretra

Mesane boynu, prostatin transizyonel zonunun i¢ine dogru huni seklini alip
ilerleyerek prostatik iiretranin baslangicini olusturur. Pre-prostatik retra sirkiler diiz
kas hucreleri ile istemsiz internal Uretral sfinkteri olusturur. Prostatin distaline
posterolateral alana ejekulatuvar kanallar ve prostatin kanallari agilir. Prostatin
periferal zon salgilari burada bulunan prostatik siniise agilir. Her iki ejekulatuvar kanal
prostatik utrikulun her iki yanina agilir. Miillerien bir kalinti olan utrikul, verrii
montanumun apeksinde bulunur. Verrii montanum, prostatik UGretra boyunca
posteriorunda bulunan mukozal katlantilar olan krista iliakanin prostatik iiretranin
distalinde liimene dogru genislemesi ile olusur. Verrli montanum endoskopik

islemlerde 6nemli bir anatomik belirtegtir [11, 15].
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2.4.1.2 Membrandz Uretra

Uretra prostatin bitiminden sonra iirogenital diyaframin icinden gecerek
yaklasik 2 cm uzunluk boyunca seyreder. Bu kistm membrandz iiretray1 olusturur. Ince
bir diiz kas tabakas1t membrandz iiretra boyunca mevcuttur. Disinda ise inferior pubis
ramus birlesme yerinden koken alan sirkiiler ¢izgili kas lifleri istemli dis sfinkteri
olusturur. Anatomik calismalar bu c¢izgili kas liflerinin posteriorda birlesmedigini,
atnali  seklinde {iretra anteriorunda daha yogun alacak sekilde uzandigim

gostermektedir [11, 15].

Pubik kemige yakinligi ile pelvik travmalarda genelde en riskli iiretra kisma,
membrandz liretradir. Ancak otopsiler degerlendirildiginde yaralanmalarda 10 erkegin
7’sinde yaralanmanin membrandz {iretranin hemen distalinde oldugu goriilmiistiir

[20].
2.4.2 Anterior Uretra

2.4.2.1 Bulbar Uretra

Bulbar Uretra proksimalde Urogenital diyafram, distalde penoskrotal bileskede
suspansuvar ligament arasi kadar yaklasik 3-4 cm uzunlugundadir. Ozellikle
ventralinde yogun bulunan spongioz cisimle c¢evrilidir. Spongiyozumun etrafini
bulbospongioz kas c¢evreler. Bulbospongioz kas iseme sonrasi iiretrada kalan son
idrar1 atmada ve ejekulasyonun daha giiclii olmasinda role sahiptir. Bulbar uretra
rekonstruksiyon cerrahisi gegiren hastalarda bu kas genellikle kesilir. Dolayisiyla, bu
ameliyatlar1 geciren hastalarda iseme sonrasi idrar damlamasi ve ejekulasyonun
glicliniin  azalmasi izlenebilir. Ancak kas koruyucu tekniklerin kullanilmasi
durumunda sonuglarda farklilik gorUlmemistir [21]. Bulbar Gretra onde sadece
yumusak doku ve cilt, arkada ise pubik kemik ile ¢evrelenmektedir. Ata biner tarzda
diismelere ve pelvik fraktiirlere kars1 yaralanma agisindan yiiksek risk olusturur. Daha

diisiik enerjili travmalar o anda sorun olusturmasa da ilerleyen siirecte, belki de yillar



sonra darlik olusturabilir. Mukus salgilayan bulboiiretral bezler (Cowper’s) ilirogenital

diyaframda bulunur (Sekil 7) [1, 15].

Uretra

Bulbospongiyoz kas

Sekil 7. Bulbospongiyos kas, Uretra, bulbouretral bez [22]

2.4.2.2 Penil Uretra, Fossa Navikularis ve Meatus
Distal kisim olan penil Uretra, suspansuvar ligamandan, glans penis icinde fossa
navikularise ve ardindan meatusa kadar uzanip sonlanmaktadir [1, 11]. Penil Uretra
korpus spongiyozum ile sarilidir. Dorsalinde her iki korpus kavernozum bulunur.
Korpus kavernozumlar glans penise girmez. Bu kisimda fossa navikularis tamamiyle

spongiyoz cisim ile cevrilidir (Sekil 8) [15].

Sekil 8. Anterior Uretranin farkli segmentlerdeki Uretra ve komsulugundaki
anatomik yapilariin kesitleri (A) Bulbar iretrayi, 6zellikle ventralde yogunlasan,
iretraya Onemli derecede beslenme ve doku destegi veren spongiyoz cisim
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cevrelemekte (B) Penil iiretrayi, bulbar iiretaraya gore daha homojen c¢evreleyen ve
daha ince bir spongiyoz cisim gevrelemekte, bu kisimda dorsalde birbirine yakinlagmis
kavernoz cisimleri gormekteyiz. (C) Koronal sinirdaki penil {iretray1 saran spongiyoz
cisim, glans penisin siingerimsi dokusu ile birlesmektedir. (D) Fossa navikularis
duzeyinde kavernoz cisimler kaybolmakta, tretra tamamen glans penisin siingerimsi

dokusu ile cevrelenmektedir [11]

2.4.3 Uretra Vaskuler Yapilari

2.4.3.1 Arteryel Kan Dolasimi

Uretra ve iligkili oldugu korpus spogiyozum ikili arteryel beslenmeye sahiptir.
Uretranin  yapilan cerrahilerde mobilize edilmesi, boliinmesi sonrasinda tekrar
dikilmesini ve iskemisiz iyilesmesinin saglayan durum temel olarak bu ikili arteryel
beslenmeye sahip olmasidir. Uretranin ve spongiyozum beslenmesi antegrad ve

retrograd yolla saglanir (Sekil 9) [1].

\ Dorsal arter Sirkumfleks
kavernozal arterler

Ana kavernozal
arter

Ana penil
arter

’ ’
4 \ Uretral arter : - - -
' # “Bulbar e L LS
L]

.

?  arter
P

Sekil 9. Uretranin iki tarafli, antegrad ve retrograd yolla beslenmesi [1]

Common penil arter, internal iliak arterin terminal dallarindan biri olup bulbar
ve Uretral arter olarak dal verir. Sonrasinda korpus spongiyozumun derin arteri olan
ana kavernozal arter olarak dal verir. Devaminda penisin dorsalinde dorsal arter olarak
distale kadar seyir eder. Dorsal arter spongiyozumun beslenmesinde katki saglayan

kavernoz cisimlerin lateralleri boyunca sirkumfleks kavernozal arter dallar1 verir [1].
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Uretra ve spongiyozumun beslenmesini temel olarak bulbar ve dorsal arter
saglar. Bulbar arter antegrad yolla liretra ve spongiyozumu besler, dorsal arter glans
penise kan akimini saglar. Glans penis spongiyomunun geri kalaniyla iligkili oldugu
i¢in, dorsal arter retrograd yolla {iretranin ve spongiyozumun beslenmesini distalden
saglamis olur (Sekil 10). Ayrica corpus kavernozumlarin ventrali ve spongiyoz cisim

arasinda kan alis verisine izin veren damar bilesenleri bulunur [11, 15].

; Sirkumfleks

- S
arter

Kavernozal

arter

Spongiyoz cisim

. ve liretra
Ana penil

arter

Bulbar arter  Uretral arter Dorsal arter

Sekil 10. Uretra ve penisin arteryal dolagimi [1]

Travmatik nedene bagli olusan tiretral hasarin oldugu iiretra darlik tedavisinde
uygulanan eksizyon ve primer anastomoz (EPA) cerrahisinin basarisi i¢in saglikli bir
dorsal arterden saglanacak retrograd beslenmenin saglanmasi, iskemik nekroz
gelismemesi acisindan dnemlidir. Iskemik nekroz ile niiks eden darliklarin tedavisi
zordur. Cok uzun ve ¢ok dar {iiretra kalibrasyonunu iceren darliklarin olugmasi ve

bazen proksimalden iiretranin tamamen kapanmasi ile sonuglanabilir [1].

2.4.3.2 Venoz Kan Dolasimi

Uretra ve spongiyozumun vendz drenaji glans penis distalindeki pleksustan
saglanir. Pleksus spongiyozumun ic¢inden uzanan periliretral ven, korpus
kavernozumlarin laterallerinden sirkumfleks venler, derin dorsal vene agilir. Bu venler

ile pubik kemigin proksimalindeki Santorini pleksusuna venoz drenaj saglanir [15].
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2.4.4 Uretra Innervasyonu ve Lenfatik Drenaji

Uretranin innervasyonu esas olarak S2-4 seviyesindeki nervus pudentusun dali

olan penisin dorsal siniri ile saglanir [23].

Pudendal sinirin diger bir dali olan perineal sinir bazi erkeklerde periiiretral

dokular inverve edebilir [24].

Bulbomembrandz ve prostatik tiretranin lenfatik drenaj1 obturatuar ve eksternal

iliak lenf nodlarina, penil liretraninki siiperfisyal inguinal lenf nodlarina dokiiliir [1].

2.5 URETRA DARLIGI

Uretra darhig, erkekte anterior iiretranin altindaki korpus spongiyozumda skar
dokusu olugmasi (spongiyofibrozis) ve iiretranin fibrozis ile iyilesmesi sonucunda
liimende daralma ve idrar akiminda bozulma ile sonuglanan bir siireci kapsamaktadir.
Posterior tiretra, genel tiretra darliklari siniflamasina girmezler. Travma sonrasi pelvik
fraktiir ya da radikal prostatektomi ve pelvik radyasyon sonucunda fibrozis ile tam
daralmaya varan bir siirectir. Tanimlamada {iretra darlig1 yerine, iiretral kontraktiir

veya stenoz kullanilmasi daha dogru olacaktir [25, 26].

2.5.1 Etiyoloji ve Epidemiyoloji

Uretra darliklar1 genellikle yasli erkeklerde daha yaygin goriilmektedir. Risk
altindaki toplumda 100.000 hastada, 229 ile 627 (%0,6) hasta iliskili bulmustur. Uretra
darligr i¢in risk faktorleri arasinda ileri yas, diisiik sosyoekonomik diizey,
Afroamerikan 1k, cinsel yolla bulasan hastalik, liken skler6z ve prostat kanseri
tedavisi dykiisii bulunmaktadir. Uretra darlig1 sikayeti olan hastalarin, alt {iriner sistem
sikayetleri mevcut olup idrar yolu enfeksiyonlaria karst riski (%41) artmistir. idrar
kacirma sikayeti orami (%11) daha fazla gosterilmistir. Uretra darhigi sikhigr ve

getirdigi ekonomik yiik gelismekte olan iilkelerde daha fazla gosterilmistir [1, 3].

Meta analizlere gore etiyolojinin yaygin sebepleri arasinda idiyopatik(%33),
iyatrojenik(%33), travma sonrast (%19) ve inflamatuvar siire¢ (%15) oraninda
goriilmiistiir. Anterior iretra darliklari %52 bulbar iiretra diizeyinde daha sik

gorilmustiir [4].
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Giliniimiizde idiyopatik {iiretra darliklarinin orani artmaktadir. Farkli fikirler
olsa da bu darliklarin nedeni net olarak belirlenememektedir. Bazi arastirmacilar
farkina varilmayan veya ¢ocuklukta gergeklesen perineal travma sonrasi gelistigini

distinmistiir [27].

Iyatrojenik iiretra darlig1 sonda uygulamasi ve iiretradan girilerek yapilan
endoskopik cerrahi islemler sonrasinda gelisen darliklar1 kapsamaktadir. Endoskopik
islemler sonrast gelisen darliklar, genellikle daha kisa segmenti darlatmakta ve
bulbomembrandz iiretra diizeyinde daha siklikla goriilmektedir. Bu islemler iginde
transiiretral prostat rezeksiyonu sonrasinda darliklar daha siklikla gelismistir. Prostat
kanseri nedeniyle pelvik radyoterapi uygulamasi sonrasi spongiyofibrozis gelisebildigi

goriilmustiir [15].

Travma sonrasi gelisen anterior liretra darliklarinda daha ¢ok bulbar iiretranin
proksimal kesimi ata biner tarzda kiint travmalardan etkilenir. Darlik gelisimi kisa

zaman sonra veya aylar, yillar sonra olusabilir [4].

Inflamatuvar darliklarin en sik nedeni giiniimiizde liken sklerdzdiir. Liken
skleroz (LS) veya eski isme gore balanitis xerotice obliterans (BXO), siklikla genital
bolgeyi etkileyen kronik inflamatuvar deri hastaligidir. Palminteri ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada iiretra darligi olan Italyan hastalarin %13.4’{inde, panuretral
darliklarin ise %48.6’sinda darligin liken sklerdze sekonder, oldugu gosterilmistir.
Enfeksiyoz sebeplere bagli darliklarda antibiyotik tedavisindeki gelismeler ile,
sikligindaki oran ile ilgili tartismalara neden olmaktadir. Enfeksiydz darliklarin en sik

gonokokal {iretrite bagh gelistigi gosterilmistir [15].

2.5.2 Patofizyoloji

Genel olarak iiretra darligi, yeterli genisleme 6zelligini kaybeden ve liimen
kalibrasyonunda azalmayla sonuclanan farkli derecelerde spogiyofibrozis ve epitel
hasarini igeren bir siireci kapsamaktadir. Siirecin baslangi¢c kisminin , iiretral epitelin
skuamo6z metaplazisi, patolojik degisim olarak gosterilmistir. Skuamdz metaplazi
artip, doku hasar arttikca iiriner ekstravasyon gelisir. Sonrasinda spongiyofibrozis ve
tretral Iiimende daralma gergeklesir (Sekil 11). Uretra epiteli, bag dokusu tabakas ile

cevrilmistir. Bu bag dokusu, bol miktarda fibroblast ve kollajen iceren ekstraselliiler
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matris (ECM) bulundurur. Normal tretra dokusunda kollajenin immunhistokimyasal
incelemesinde baskin olan Kollajenlerin tip I, III ve IV oldugu raporlanmistir[26, 28].
Tip IV kollajen yalnizca sinozoidal ve vaskiiler bosluklarin bazal membraninda
bulunur. Tip I ve III kollajen spongiyoz cisim boyunca dagilim gostermektedir.
Daralan tiretranin spongiyoz dokusuda tip III / tip | oraninda tip III kollajen lehine
degisme oldugu gosterilmistir. Nitrik oksit metabolizmasindaki bazi 6nemli
degisiklikler sonucunda spongiyofibrozis ile daralmis lretrada, diz kas dejenere
olurken, kollajen sentezinin arttig1 ve kollajen tiplerinin birbirine oranimin degistigi

bulunmustur [1, 29].
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Sekil 11. Yalanci ¢ok katli epitelin skuamdz metaplazisi ile baslayan surecin,

spongiyofibrozis ve limende daralma ile sonug¢lanmasi [26]

Iyatrojenik iiretra darliklarinda temel olarak iskemi ve inflamasyon sonucu
spongiyofibrozis gelistigi disiinlilmektedir. Gonokokal iiretrite bagli gelisen
darliklarda temel mekanizme littre bezlerinde olusan apse formasyonudur. Apsenin
spongiyozuma ulagmasi iizerine inflamasyon sonrasinda spongiyofibrozis gelisir.
Liken sklerozde epitelde kalinlasma, epidermal incelme, dermiste kollajen birikmesi
ve plazmositik infiltrasyon ile patofizyolojisi net olmayan bir sire¢ ile darlik

gelisimine neden olmaktadir [15].
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2.5.3 Uretra Darhg Tansi

2.5.3.1 Hasta Oykiisu ve Fiziksel Inceleme

Oykii almanin amaci, hastaya ne derecede rahatsizlik verdigi, olasi etiyoloji ve
risk faktorlerini belirleme, iligkili sorunlar, cerrahi tedaviyi etkileyebilecek faktorleri
degerlendirebilmektir. Uretra darlign olan hastalarin genelde basvuru sikayetleri
azalmis idrar akim hizi, idrara baslayabilmek ve siirdiirebilmek i¢in 1kinma
gereksinimi, mesaneyi tam bosaltamama hissiyati, sik idrara ¢ikma, idrar retansiyonu
gibi baz alt iiriner sistem semptomlarii (AUSS) icerir. Ayrica hastalarin sikayetlerine
bazen idrar kagirma, ani iseme istegi, idrar yolu enfeksiyonu (IYE), prostatit,
epididimoorsit, genitoiiriner agr1, hematiiri, ejekulasyonda zorlanma gibi sikayetler de
eslik edebilir [1]. Uretra darlig1 cerrahisine yonelik hasta kaynakli degerlendirme
formu (USS-PROM), iiretra cerrahisi dncesi ve sonrast degerlendirmede hasta ile ilgili

degerli bilgiler verir. Tiirkge validasyonu da yapilmigtir [30].

Hasta 6ykiisii sorgulanirken etiyoloji ve risk faktorlerine yonelik genitotiriner
travma Oykiisi, gecirilmis cerrahiler, kateterizasyon Oykdisii, iiretra darligina yonelik
yapilmis girisimler, pelvik radyoterapi Oykiisli, gecirilmis tretrit ve idrar yolu
enfeksiyonu sorgulanmalidir. Komorbit hastaliklari  ve kullandig1 ilaglar
sorgulanmalidir. Mesane c¢ikim obstrilkksiyonu olusturan diger patolojiler ve

noromuskuler mesane disfonksiyonu ayirici tanida diigiiniilmelidir [15].

Hastanmn fiziksel muayenesinde, diger AUSS yapabilecek benign prostat
hipertrofisi, irogenital fistiil gibi durumlar ekarte etmeye 6zen gosterilmelidir [31].
Idrar retansiyonu siiphesinde suprapubik dolgunluk agisindan palpasyon yapilmasi
oOnerilir [32]. Penis derisi, eksternal meatusun yeri, meatusta darlik ve renk degisikligi
olup olamamasi iiretra darligi nedenlerinden olan liken skler6z acisindan
degerlendirilmeli, malignite siiphesi durumunda Once malignite ekartasyonu

yapilmalidir [33].

2.5.3.2 Uroflovmetri ve Ultrasonografi
Uroflovmetride iseme egrisi paterni degerlendirilmesi ile iiretra darligindan
siiphelenilebilir. Uretra darliginda genelde akim hizinin bir seviyeye kadar hizl1 ulasip

bir diizeyde sabit kalarak daha diiz bir akim paterni gostermektedir (Sekil 12) [34].
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Maksimum akis hizinin (Qmaks) yapilan ¢alismalarla birlikte degerlendirildiginde
genel olarak 10-15 ml/sn’nin altinda olmas iiretra darlig1 cerrahi 6ncesi tani ve sonrast
niikslerde degerlendirmek icin kullanilabilir [35]. Iseme sonrasi suprapubik
ultrasonografi veya daha invaziv yol olarak kateter ile artik idrar bosaltilarak, kalan
artik idrar miktar1 Groflovmetri ile birlikte degerlendirildiginde tanida yardimer olur
[36]. Uretra ultrasonu baska bir ifade ile yiiksek ¢oziiniirliiklii sonoiiretrografi (SUG)
ozellikle anterior liretra darliklarinda retrograd iiretrografi (RUG) ile karsilastirilabilir
diizeyde darlik uzunlugu ve lokalizasyonu saptama oraninin yaninda, spongiyofibrozis
gosterebilmesi nedeniyle son donemde 6ne ¢ikmaktadir. Degerlendiren kisiye bagimli
olmast ve Ozel egitim gerektiginden yaygin olarak kullanilamamasi 6nemli

kisitlamalaridir [37].
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Sekil 12. Darlik paterni ile uyumlu tUroflovmetri egrisi

2.5.3.3 Uretrografi

Retrograd Uretrografi (RUG) floroskopi altinda yapilir ve iiretral darligin yeri,
uzunlugunu, sayisini ve iligkili durumlar1 belirlemek i¢in 6ncelikli kullanilan tanisal
yontemdir. Iseme sistoiiretrografisi (VCUG) ile birlikte degerlendirildiginde &zellikle
mesaneye opak madde gegisine izin vermeyen neredeyse tamamen dar iiretra darhigi
ve pelvik travma sonrasi olusan posterior iiretral stenoz varliginda mesane boynu,
prostatik liretra, mesane degerlendirilebilmesine olanak saglar. Travma sonrasi veya
akut idrar retansiyonu sonrasi takilmis olan suprapubik sistostomiden RUG ile es

zamanl yapilacak olan antegrad iiretrografi ameliyat plani acisindan degerli bilgiler
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verecektir. RUG 6zellikle bulbar iiretra darliginda, oblik yaklagik 45 derece aci ile
uygulandiginda iiretrogram goriintiisiiniin siiperpoze olmasinin 6niine gegerek daha

anlaml1 goriintli olugsmasini saglar (Sekil 13) [38].

Membrandz Uretra

Bulbar tiretra kisa
segment tiretral darhik

Peno-bulbar
bileske

Sekil 13. A: Normal Uretrografi B: Bulbar iiretra darligi

2.5.4.4 Uretrosistoskopi

Obstruktif iseme semptomlart olan hastalarda tretra darligi tanisi ve
ekartasyonunu gozle gorerek kesinlestirilmesini saglar. ince kalibrasyonlu
tiretrosistoskoplarin kullanilmasi ile darlik bolgesinin arkasimna gecisi saglanarak
proksimaldeki anatomik yapilarin degerlendirilmesine olanak saglayacaktir. Islem
sirasinda prostat, mesane boynu ve mesane de degerlendirilerek ek patolojilerin

varhigimin da diglanmasi onerilir [39, 40].

2.5.4.5 Manyetik Rezonans Uretrografi (MRU)

MRU, pelvik fraktiir sonucu gelisen yaralanmalarda, posterior {iretral
stenozlarda, anterior iretra darligi tanisinda kullanilmaya baslanmis olup ayrica
spogiyofibrozis, uretral malignite ve Uretral fistiil taninmasinda yardimci olmaktadir.
RUG ile karsilastirildiginda benzer ve giivenilir tanisal sonuglar gostermektedir.
Maliyetli, zaman alict olmast ve Ozellikli egitim gerektirmesinden dolayzi,

ulasilabilirliginin az olmasi 6nemli bir sinirlayici faktér durumundadir [41, 42] .
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2.5.4 Uretra Darh@ Tedavisi

Uretra darligma yaklasimda standardizasyon agisindan, Avrupa Uroloji
Dernegi’nin (EAU) 2021 iiretra darlig1 kilavuzu ve Amerikan Uroloji Dernegi’nin

(AUA) 2016 erkek tiretra darlig1 kilavuzu yardimci olabilir.

Uretra darliginin, 10F genislikten daha az kalibrasyona daralmas1 durumunda
semptom vermesi beklenmektedir. Asemptomatik darliklar genellikle baska bir
nedenle yapilan endoskopik islemler sirasinda tani alir. 16F kalibrasyondan biyik
asemptomatik darligi olan hastalar izleme alindiginda, 23 ay takip sonunda sadece
%12 hastada diisiik dereceli iiretra darlig1 gelistigi goriilmiistiir. Hastalarin higbirine

cerrahi girisim ihtiyact olmamistir. Bu hasta grubu endoskopik inceleme ile takip
adayidir [43].

2.5.4.1 Endoskopik Tedavi Yontemleri

Direk goriislii internal iiretrotomi (Direct vision internal urethrotomy/DVIU) 2
cm ve daha az uzunluktaki bulbar iiretra darliklarinda yaklasik %60 basari orani ile ilk
tedavi segenegidir. Primer, tek segment, kisa darliklarda tretral dilatasyon ve DVIU
uygulanabilir. En yiiksek basar1 (%68) 1 cm ve daha az uzunluktaki bulbar iiretra
darliklarinda saglanabilir. Ik niiks 3 ay igerisinde gelisti§inde tekrar yapilacak
dilatasyon ve internal {retrotomi, sonrasinda niikks ag¢isindan Yiksek risk
olusturmaktadir. ilk niiks 6 ay sonrasinda gelistiginde tekrar dilatasyon ve internal
{iretrotomi basar1 sans1 yaklasik %40 diizeyine ulasabilir. Ikinci niiks durumunda
ucuncl bir Uretral dilatasyon ve internal tretrotomi 6nerilmez. Tekrarlayan bu islemler
spongiyofibrozisi artiracagindan dolay1, kesin tedavi olan Uretroplastiyi geciktirmekte,
komplike hale getirebilmekte, liretroplasti sonrasi niiks ve basarisizlik icin risk

olusturmaktadir [6, 44-46].

Uretral stentler iiretra darlig1 tedavisinde biiyiik oranda terk edilmistir. Stentin
zaman igerisinde korpus spogiyozum harabiyeti yapmasi ve devaminda gomiilmesi
sonucunda ¢ikarilmasi1 gerekmekte ve ¢ikarilmasi olduk¢ca komplike olabilmektedir

[46].

Intralezyoner enjeksiyonlarla ilgili gesitli molekiiller denenmistir. DVUI ile

intralezyoner mitomisin C enjeksiyonunun birlikte uygulanmasinin tek bagina DVUI
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uygulamasina gore niiksli azaltmaya yardimci olabilecegi diisiiniilmiistiir, ancak yeni
calismalara ihtiyag duyulmaktadir. Komorbiditesi fazla ve yasli hasta grubu gibi
tiretroplastinin uygulanamadigr durumlarda temiz aralikli kateter uygulanabilir.
Steroidli, kendinden kayganlastirict kateterlerin kullaniminda, steroidli olmayan
kateter kullanimina gore kendi kendine dilatasyon sikliklarinin daha az oldugu

gosterilmistir [47, 48].

2.5.4.2 Uretroplasti

Acik prosediir olan tiretroplasti giiniimiizde hasta voliimii yliksek ve deneyimli
merkezlerde uygulandiginda %95’e ulasabilen yiiksek basar1 oram ile kesin tedavi
olarak kabul gormektedir. Endikasyonlarin belirlenip, uygun teknik karari sonrasinda,
Ozellikle pelvik travma sonrasinda geligen iiretral stenozda, liretranin etkilenen bolgesi
ve fibrotik ¢evresi ¢ikarilip u¢ uca anastomoz ederek (anastomotik iiretroplasti/EPA)
veya daralan iiretra kisminin uzunlamasina agilarak uygun greft veya flep ile Uretra
liimenini genisleterek (substitisyon iiretroplastisi) uygulanabilir. Birden fazla agik
prosediir bulunmaktadir. Acik tedavi teknigi kararinda darligin yeri, uzunlugu, sebebi,
gecirilmis cerrahileri, iretral pleytin niteligi, flep veya greft olarak kullanilacak
dokunun uygunlugu, cerrahin hangi tekniklerde deneyimli oldugu gibi faktorler dnem
arz etmektedir [15, 49]. Uretroplasti teknikleri, klinigimizde de yiiz giildiiren sonuglart
ile uygulanmaktadir (Sekil 14) [50].
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Sekil 14. Klinigimizde uyguladigimiz tekniklerden, bulbar iiretra darliginda

bukkal mukozal greft ile tretroplasti

2.6 MIKRORNA

Santral Dogma’ya gore gen ifadesi DNA/mMRNA/protein seklinde
gerceklesmektedir. Tam genom dizileme g¢aligmalarinda, tim RNA molekiillerinin
%?2’den daha az1 gibi kiiciik bir kism1  protein kodlama ilgili genomun olusturdugu,
biiyiik bir kismini ise protein kodlamayan RNA (ncRNA) olarak isimlendirilen
diizenleyici fonksiyonlar1 olan elemanlarin olusturdugu goriilmistir [51].
Uzunluklarma gore 200 niikleotid sayisina gore 2 alt gruba ayrilirlar. MikroRNA
(miRNA) bu alt grupta kisa ncRNA grubunda bulunur [52].

miRNA ilk olarak 1993 yilinda Lee ve arkadaslar tarafindan tanimlanmustir.
Kisa kodlayict olmayan yaklasik 22 niikleotidten olusan RNAlardir, transkripsiyon
sonrasi gen ekspresyonunu diizenler [53]. Su anda insanda kesfedilmis 2000'den fazla
miRNA bulunmaktadir. miRNA’lar bir¢ok hastalikla iligskilendirilmistir. Klinik tan1 ve
tedavi calismalarinda kullanilmakta ve arastirllmaktadir [54]. miRNA’larin klasik
bilinen etkisi MRNA’larin bdlgelerine baglanarak translasyonunu bloke ederek ya da
tamamen parcalayarak gen ekspresyonunu dizenler [55]. Bazt miRNA’larin farkli
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yollarla gen ekspresyonuna pozitif etkileri olabilecegini de gosteren ¢alismalar

mevcuttur [56].

2.6.1 Genomda miRNA Geni

miRNA genleri, Y kromozomu hari¢ tim kromozomlarda bulunur. Hem
protein kodlayan hem kodlamayan protein bolgelerinde yerlesiktirler. miRNA’lar
intragenik olarak intronik, ekzonik ve karisik (intronik-ekzonik) olarak ve intergenik

olarak yerlesebilirler [56].

2.6.2 miRNA Biyogenezi

Memelilerde protein kodlayan genlerin %60’indan fazlasi miRNA’larin
kontrolu altindadir [57]. miRNA, RNA polimeraz II tarafindan en az bir sa¢ tokast
(firkete) yapist igeren pri-miRNA (uzun birincil transkript) olarak sentezlenir.
Cekirdekte RNAaz III enzim ailesinin ¢ift sarmalli endoriboniikleaz1 olan Drosha ve
cift iplikli RNA baglayic1 protein olan DGCR-8 (Di George Sendrome Critical
Region) ile stemloop ikincil yapisina sahip, yaklasik 70 niikleotid uzunlugunda olan
pre-miRNA (kisa prekiirsor miRNA)’ya doéniistiirtiliirler. Bu islem Drosha ve DGCR-
8’in olusturdugu mikro islemci kompleks (Mikroprocessor complex) tarafindan
gerceklestirilir.  Pre-miRNA’lar daha sonra niikleer tasima resptorii olan XPOS5
(Eksportin 5) ve niikleer protein olan GTP baglayici Ras ile iligki protein olan RAN

ile sitoplazmaya aktarilirlar [58].

Sitoplazmada, ¢ift sarmalli RNAaz enzimi olan Dicer ve kofaktorii olan TRBP
(TAR RNA binding protein/transaktivasyondan sorumlu RNA baglayici protein) ile
sa¢ tokasi seklindeki yapis1 kesime ugrayarak yaklasik 22 niikleotidten olusan miRNA
dupleksi olustururlar. Olugan miRNA dupleksi kilavuz iplik ve yolcu iplikten olusur.
Daha sonra dupleks miRNA, RISC (RNA ile indiklenen susturma kompleksi)
olusturmak i¢cin AGO2 (Argonat) proteinine yiiklenir. AGO2 etkisiyle miRNA
dupleksinin 5" ucu (daha az kararli olan olgun miRNA kismi (kilavuz iplik)) RISC
kompleksine katilir, dupleksin diger kismi yolcu iplik elimine olur (Sekil 15) [59].
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Sekil 15. miRNA biyogenezi [60]

2.6.3 miRNA Fonksiyonlari

miRNA transkripsiyon sonrasi hedef gen ekspresyonu diizenlemesi yaparak
fonksiyon gosterir. Bir miRNA ayni anda, ayni1 hiicresel sinyal yolu i¢inde yer alan
farkli genleri hedefleyebilir. miRNA biyogenezinde anlatilan mekanizmalarla RISC
ile kompleks olusturan miRNA, baz eslesme oOzelligi ile mRNA’ya baglanir.
mRNA 'nin stabilitesini, translasyonunu, yikimini dokuya 6zgiin bir ekspresyon diizeyi
goOstererek duzenler. Yeni ¢alismalarla artan kanitlar, uzun kodlanmayan RNA’lar
(IncRNA) ve miRNA’larin kistik fibrozis, endometrial fibrozis, kardiyak fibrozis,
iskelet kasi1 fibrozisi gibi bir¢ok hastalikta ve siiregte fibrozis mekanizmalarinin
diizenlenmesinde rol alabilecegi gosterilmistir. MIRNA’larin  son ddnemde
mRNA’lara klasik bilinen etkisinin haricinde, IncRNA ve dairesel RNA’lar (ceRNA)
ile etkilesime girerek de fonksiyon gosterebilecegini belirten ¢alismalar mevcuttur.
miRNA’larin birden farkli genler ile de etkilesime girebilmesinin de etkisiyle hiicre

bliylimesi, doku farklilagmasi, embriyonik gelisim, apopitoz, progresyon,
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inflamasyon, yaslanma, karsinogenez, metabolizmanin diizenlenmesi gibi bir¢ok

onemli siiregleri etkiledigi gosterilmistir [7, 9, 61, 62].

Epigenetik DNA dizilerindeki (genotip) degisikliklerden kaynaklanmayan gen
ifadesindeki tiim kalitsal degisiklikler (fenotip) olarak tanimlanabilir. miRNA genleri
DNA metilasyonu, DNA metiltransferaz enzimleri (DNMT) ve histon deasetilaz gibi

epigenetik degistiricilerin diizenleyicisi olarak kabul edilir [63].

2.6.4 miRNA Gen Duizenlenmesi

miRNA’lar islevlerini genellikle mRNA’nin  3' UTR (untraslated
region/translasyona ugramayan bolge) bolgesine baglanarak, son bulgularda da 5'
UTR, ORF(open reading frame/proteine kodlanan diziler) ya da promotor bolgelere
baglanarak olusturdugu gosterilmistir [64]. miRNA’larin “cekirdek dizisi” olarak ifade
edilebilen yaklasik 6 niikleotidli ana kismi1 hedef mRNA’ya tam eslesme saglayacak
sekilde baglanirlar. Klasik bilinen bilgi miRNA’larin dagiliminin sitoplazmada
oldugudur. miRNA’nin, miRISC kompleksi olusturarak tam eslesme sonucunda
mRNA’ya posttranskripsiyonel etki gostererek gen diizenlemesi yaptigi biliniyor.
Ancak son ¢aligmalarda ¢ekirdekte de olgun miRNA olabildigi gosterilmistir, olusum
ve transport mekanizmalarinin aydinlatilmasi igin daha fazla g¢alismaya ihtiyag
duyulmaktadir [65]. Her bir mRNA’nin birden fazla miRNA tarafindan hedef
alinabildigi ve her bir miRNA’nin birden fazla mRNA’nin ekspresyonunun

diizenlemesinde rol alabildigi diisiiniilmektedir [66].

miRNA’larin gen diizenlenmesindeki kilit rolii fizyolojik siireclerin yan1 sira
patolojik siiregler i¢in miRNA’lari1  6nemli hale getirmektedir. miRNA
ekspresyonundaki bozulmalar sonucu hedef mRNA’y:1 etkileyerek yaslanma gibi
fizyolojik siirecleri ve kanser, immiin sistem ve inflamatuvar hastaliklar, organ
fibrozisi, kardiyovaskiiler hastaliklar, norolojik hastaliklar gibi patolojik siirecleri
etkilemektedir. miRNA’lar erken tani1 ve prognostik siireclerde yardimci olarak
kullanilabilir, ¢iinkii dokuya 6zgiindiir ve ekspresyonu siklikla ¢esitli hastaliklarda

degistirilir [7, 9, 56].

Biyobelirteg, normal biyolojik strecler ve patolojik surecglerin objektif

gostergesi olarak tanimlanabilir. Tarih boyunca yapilan aragtirmalar ve teknolojik
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gelismelerde kesfedilen biyobelirtegler gittikce daha kesin ve gilivenilir hale
gelmektedir. miRNA’lar 2008 yilindan bu yana hastaliklarin incelemesinde
kullanilmakta ve arastirilmaktadir. Giinlimiizde hala potansiyel biyobelirte¢ olarak
diistiniilmektedir. miRNA’larin kesin bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilmesi igin

daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir [8].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 CALISMA DIiZAYNI VE HASTA SECIiMi

Bu ¢aligmada travmaya bagli olmayan iiretra darlig1r bulunan hastalarin tiretra
dokularinda, firetra darligi ve miRNA iliskisi arastirilmistir. Calisma Oncesi
15.03.2022 tarih ve 05 sayili Pamukkale Universitesi Tibbi Etik Kurulu onay1 alindi.
Calismaya dahil edilen tiim katilimcilara “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu” ile

yapilacaklar hakkinda bilgi verildi ve goniillii olduklarina iligkin imzalar1 alind1.

Hasta ve kontrol grubuna alinan kisilerin yas, darlik etiyolojisi, eslik eden
hastalik, olas1 risk faktorleri, dnceden yapilan iiretra darligina yonelik girisim sayisi
ve sekli sorgulanarak kaydedildi. Her iki grupta kadin ve 18 yas alt1 hasta grubu
dislandi.

Travmaya bagli olmayan iiretra darligi bulunup, onceden cerrahi tedavi
yapilmis sonrasinda niiks gelisen erkek hastalara tedavi igin substitusyon liretroplastisi
(bukkal mukozal greft ile iiretroplasti) teknikleri ile ameliyat planlandi. Hasta grubu
icin, bu gruba dahil olan 30 hastadan ameliyat sirasinda dar ve fibrotik olan iiretra
dokularindan, cerrahi tedavi basarisini etkilemeyecek sekilde 3 ile 5 mm aras: iiretra
dokusu 6rnegi alindi. Travmaya bagli olusan iiretral stenoz bulunan hastalara tedavi
icin anastomotik iiretroplasti (EPA) planlandi. Kontrol grubu i¢in, bu gruba dahil olan
15 hastadan operasyon sirasinda iiretra biitiinliigiinii ve rekonstriiksiyonunu
etkilemeyecek sekilde, normal cerrahi planda da spatilize edildikten sonra
fazlaliklarin alindig1 saglikli tiretra dokusundan, 3 ile 5 mm aras1 {iretra dokusu 6rnegi
alind1. Kontrol grubu da cerrahi ihtiyaci olan hastalardan se¢ildigi i¢in, “hasta kontrol

grubu” olarak da ifade edilebilir.

Hastalardan alinan doku 6rnekleri alinir alinmaz iginde RNA later solisyonu
bulunan tiiplere konularak, -80 °C derin dondurucuda total RNA izolasyonu yapilacak
tarihe kadar muhafaza edildi. Doku 6rnekleri hasta ve kontrol grubu olarak ve her
numune ayrica kodlanip ayristirilarak not edildi. Hasta grubu igerisinde dokular, hasta
ozelliklerine gore yas, darlik yeri ve uzunlugu, darlik nedeni, tiretral darliga yonelik

gecirilmis cerrahi sayisi, komorbidite ve liken skleroz varligi durumlarini igerecek
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sekilde her numune ayr1 ayr1 belirtilerek kodlandi. Kontrol grubu igerisindeki dokular

yas, komorbidite durumunu igerek sekilde her numune ayr1 ayri belirtilerek kodlandi.

Arastirmaya katilacak bireylerden toplanan iiretra dokularindan ticari kit
araciligiyla total RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen RNA 6rneklerinde miRNA’larin
ekspresyon diizeyleri gergcek-zamanli PCR yontemiyle arastirildi.

3.2 YONTEM

3.2.1 Ekspresyon Analizi Yapilacak miRNA Secimi

Literatirde tretra darhigi ile ilgili yapilmig benzer yeterli ¢alisma
bulunmamaktadir. Uretra darhig: ile iliskili olabilecek miRNA’larin belirlenmesi
literatlir taranmasi ile yapildi. Uretra darliginda, patofizyolojideki siiregler detayli
bilinmemekte birlikte, bir dizi reaksiyonla inflamatuar siiregler ile olusan
spongiyofibrozisin suregte sorumlu oldugu gosterilmistir [29]. Fibrotik siirecler organa
0zgl bir dizi tetikleyici reaksiyon ile baslamasina ragmen genel siireg ve iligkili sinyal
yolaklar1 organlar arasinda biiyiik oranda benzerlik gostermektedir [2]. miRNA’lar
transkripsiyon sonrasi etki gostererek gen diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Sebebi
ve prognozu yeteri kadar aydinlatilamayan patolojik siirecler ve hastaliklarda,
miRNA’lar ile ilgili ¢esitli ¢aligmalar yapilmistir. miRNA’lar organ fibrozisinde,
fibrotik siirecleri farkli yollarla etkileyebilmektedir [7-9]. Uretra darhig: ile iliskisi
calisilmis MiIRNA’lar ve diger organlardaki inflamatuvar sirecler ile fibrozis

iliskisinin degerlendirildigi caligmalardaki miRNA’lar, literatlr taranarak incelendi.

Uretra darlig1 nedenlerinden biri liken sklerdzdiir. Uretrasinda liken sklerdz
olan iiretra darligi bulunan hastalarda, liken skleréz olmadan iretra darligi olan
hastalara gére miR-146a-5p, miR-155-5p, miR-142-3p’nin miRNA ekspresyonlarinda
kat degisimi orani sirasi ile 2.46, 2.03, 1.85 bulunmustur [67]. Hepatik fibrozisin
incelendigi ¢alismada miR-146a-5p’nin fibrotik sireclerdeki roli gosterilmistir [68].
miR-155-5p’nin, renal fibrozis ve akciger fibrozisinde diizeylerinde farkliliklar oldugu
belirtilmistir [69]. Kronik inflamatuvar cilt hastalig1 olarak tanimlanabilen psoriaziste
mMiR-142-5p’nin inflamatuvar siireclerde etkisinin olabilecegi ifade edilmistir [70].
Pelvik fraktiirle travmatik yolla gelisen iiretra darlig1 olan hastalarin skarli dokusu ile

normal tiretral mukozasi arasinda miRNA’larin ¢alisildig1 bir ¢alismada, fibroziste rol
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alan Transforming Growth Faktor Beta (TGF-Beta) ile de iliskili oldugu diisiiniilen
skarli ve fibrotik dokuda miR-129-5p ve miR-9-5p ekspresyonlarinda katli degisimi
strast ile 3.75, 2.08 bulunmustur [71]. miR-129-5p’nin sistemik sklerozda [72] ve renal
fibroziste [73] diizenleyici rollerine deginilmistir. Idiyopatik pulmoner fibroziste miR-
9-5p’nin  antifibrotik etkileri olabilecegi gosterilmistir [74]. Urolojide yara
iyilesmesinin incelendigi bir derlemede iiretral iyilesmenin, dermal iyilesmeye benzer
fazlarda gergeklestigi ancak daha uzun siirdiigii belirtilmistir [75]. i¢lerinde kronik
inflamatuvar cilt hastalig1 olan psoriazisin de bulundugu, immun aracili inflamatuvar
bozukluklarin incelendigi ¢alismada miR-26b duzeyi kontrol grubunda daha yuksek
bulunmustur [76]. Ratlarda miyokardiyal fibrozis incelendiginde, fibrosizte rol alan
bazi genler, miR-26b ile iliskili bulunmustur [77, 78]. Okuler fibrozis baskilanmasinda
miR-26b’nin etkileri olabilecegi gosterilmistir [79]. Yara iyilesmesinin Urolojideki
stireglerinin incelendigi derlemede, miR-29a’nin yara iyilesmesinin yeniden
sekillenme fazinda kollojen birikimi ile dogrudan iligkili oldugu belirtilmistir [75]. Bir
bag dokusu hastalig1 olan cilt ve i¢ organ tutulumlar ile karakterize sistemik sklerozda
miR-29a’nin, inflamasyonda diizenleyeci olabilecegi gosterilmistir [80]. Literaturde
tiretra darhigr ile mir-26b ve mir29a’nin iligkisini degerlendiren ¢alismaya
rastlanilamadi. miR-26b ve miR-29a’nin diger doku ve organlara etkisi nedeniyle,

tiretra darlig1 ile bu miRNA’larin iliskisini incelemeyi amagladik.

Literatiir taramas1 sonucunda bu caligmada arastirilacak miRNA’lar olarak,
miR-29a, miR-155-5p, miR-26b, miR-129-5p, miR-142-3p, miR-146-5p, MiR-9-5p
belirlendi ve degerlendirildi. Arastirmaya katilan bireylerden toplanan Uretra
dokularindan ticari kit araciligiyla total RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen RNA
orneklerinde, belirlenen miRNA molekiillerinin ekspresyon diizeyleri ger¢cek zamanli
PCR yontemiyle aragtirildi. miRNA ekspresyonlarinin degerlendirilmesinde 2ACt
yontemi, kantitasyonda kontrol miRNA olarak U6 kullanildi.

3.2.2 miRNA izolasyonu

mMIiRNA izolasyonu igin Tablo 1’de markasi, adi ve katalog numarasi verilen

materyaller kullanilmigtir.
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Tablo 1. miRNA izolasyonu I¢in Kullanilan Materyal Bilgileri

Kullanilan Kitin Markasi Kitin Adi Katalog No
GeneAll RiboEx 301-001
GeneAll Hybrid-R miRNA 325-150

© © N o

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.

mMIRNA izolasyon protokolii asagidaki sekilde gerceklestirilmistir.

Orneklerin homojenize edilmesi; 200 pL 6rnek tizerine 500 pL RiboEx eklendi
ve pipetaj yapilarak karigmasi saglandi.

Karigim 5 dk. oda 1sisinda inkiibe edildi.

Karigim 11.000rpm, 10 dk., 4°C kosullarinda santrifiij yapild1 ve slipernatant
baska bir tiipe aktarildi.

Karisim iizerine 100 pl kloroform eklenerek karistirildi. 2 dk. oda 1sisinda
inklbe edildi.

11.000rpm, 1 dk., 4°C kosullarinda santrifiij yapild1 ve siipernatant baska bir
tiipe aktarildi.

Slpernatant iizerine %50 etanol eklenerek pipetaj yapildi.

Elde edilen karisim TypeB kolona 700 puL hacimde aktarildi.

11.000rpm, 1 dk., oda sicaklig1 kosullarinda santrifiij edildi.

Altta kalan s1vinin {lizerine 1:1 oranda %100 etanol eklenerek pipetaj yapildi.
Daha sonra karigim 650 L hacimde TypeW kolona aktarildu.

11.000rpm, 1 dk., oda sicaklig1 kosullarinda santrifiij edildi.

Geriye kalan 6rnek olmasi durumunda 9-10. islemler tekrarlandi.

Collection tiip yenisi ile degistirildi ve tizerine 500 pL RBW Buffer eklendi.
11.000rpm, 1 dk., oda sicaklig1 kosullarinda santrifiij edildi.

Collection tiip yenisi ile degistirildi ve lizerine 5S00uL RN'W Buffer eklendi.
11.000rpm, 1 dk., oda sicaklig1 kosullarinda santrifiij edildi.

15-16. islemler tekrarlandi.

Collection tlp yenisi ile degistirildi ve lizerine bir sey eklenmeden 11.000rpm,
2 dk., oda sicaklig1 kosullarinda santrifiij edildi. Kolon temiz bir tiipe alindi.
Kolon tizerine 50 pL RNase-free su eklendi ve 2dk. oda sicakliginda bekletildi.
11.000rpm, 2 dk., oda sicakligi kosullarinda santrifiij edildi. Elde edilen

MiRNA ornekleri -80°C sicaklikta donduruldu.
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3.2.3 miRNA-cDNA Sentezi

miRNA izolasyonu sonrasinda miRNA-cDNA sentezi asamasina gecilmistir.
Aragtirilacak her bir miRNA i¢in spesifik “stem-loop primer” dizayn edilerek cDNA
sentezinde bu primerler kullanilmistir. Stem-loop primerler miRNA’dan cDNA
sentezi yaparken miRNA dizisi ile spesifik baglandigi i¢in oldukca giivenilir bir
yontem olarak kabul edilmektedir. miRNA-cDNA sentezi i¢in kullanilan kitin
markasi, ad1 ve katalog numarasi ve primer bilgileri Tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2. miRNA-cDNA Sentezi Icin Kullanilan Materyal Bilgileri

Kitin Markas1 Kitin Ad1 Katalog No

A.B.T.™ A.B. T.™ cDNA Synthesis Kit with Rnase inh. C03-01-05
(High Capacity)
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mMiRNA-cDNA sentezi ic¢in kullanilan mastermix bilgileri  Tablo 3’te
belirtilmistir.
Tablo 3. miRNA-cDNA Sentezi I¢in Kullanilan MasterMix Bilgileri

MasterMix Bilesenleri Hacim
10X Reaksiyon tamponu 1l
Stem-loop primer (MiRNA spesifik) 1l
20X dNTP mix 0.5 ul
Reverse transkriptaz 0.5ul
RNase Inhibitor 0.25 pl
RNase free Water 5.75 ul
mMIiRNA 6rnegi 1l
TOPLAM 10 pl

mMiRNA-cDNA sentezi igin mastermix hazirlandiktan sonra reverse
transkripsiyon reaksiyonuna gegilmistir. miRNA-CDNA sentezi i¢in kullanilan reverse
transkripsiyon reaksiyonunun kosullar1 Tablo 4’te gdsterilmistir.

Tablo 4. miRNA-cDNA Sentezi Reaksiyonu Kosullari

Adim 1 Adim 2 Adim 3 Adim 4
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Sire 10 dk. 120 dk. 5 dk. -

Elde edilen miRNA-cDNA o6rnekleri Real-Time PCR asamasina kadar -80°C
sicaklikta donduruldu.
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3.2.4 Real-Time qPCR

miRNA-cDNA elde edildikten sonra Real-Time qPCR asamasina gecilmistir.
Real-Time qPCR i¢in kullanilan kitin markasi, ad1 ve katalog numarasi ve primer
bilgileri Tablo 5 ve 6’da belirtilmistir.

Tablo 5. Real-Time qPCR i¢in Kullanilan Materyal Bilgileri

Kitin Markasi Kitin Ad1 Katalog No

A.B.T.™ A.B.T.™ 2X miRqGreen MasterMix Q04-01-01

Tablo 6. Real-Time qPCR I¢in Kullanilan Primer Bilgileri

miRNA Adi Primer Dizisi Sentezleyen
Firma
>miR-9-5p-F TCTTTGGTTATCTAGCTGTATGA BioOligo
>miR-26b-5p-F TTCAAGTAATTCAGGATAGGT BioOligo
>miR-146a-5p-F TGAGAACTGAATTCCATGGGTT BioOligo
>miR-155-5p-F TTAATGCTAATCGTGATAGGGGTT BioOligo
>miR-142-3p-F TGTAGTGTTTCCTACTTTATGGA BioOligo
>miR-129-5p-F CTTTTTGCGGTCTGGGCTTGC BioOligo
>miR-29a-F ACTGATTTCTTTTGGTGTTCAG BioOligo
>u6-F GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT BioOligo
>UniversalReverse CGAGGAAGAAGACGGAAGAAT BioOligo
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Real-Time gPCR i¢in kullanilan mastermix bilgileri Tablo 7°de belirtilmistir.
Tablo 7. Real-Time gPCR Igin Kullanilan MasterMix Bilgileri

MasterMix Bilesenleri Hacim
A.B.T.™ 2X miRqGreen MasterMix 10 ul
miRNA Specific Forward Primer Iyl
miRNA Universal Reverse Primer Il
miRNA-cDNA Template 2 ul
RNase-Free Distilled Water Up to 20 pul
TOPLAM 20 pl

Mastermix hazirlandiktan sonra Real-Time gPCR reaksiyonuna gegilmistir.
Real-Time gPCR i¢in kullanilan reaksiyon kosullar1 Tablo 8’de belirtilmistir. Real-
Time gPCR reaksiyonu Applied Biosystems™ 7500 Fast Real-Time PCR cihazinda
gerceklestirilmistir.

Tablo 8. Real-Time qPCR Reaksiyonu Kosullari

PCR Step Sicaklik (°C) Sure Dongu
Initial Denaturation 95 300 sn. 1
Denature 95 10 - 30 sn.

40
Anneal 60 10 - 60 sn.
Melting Curve 65-95 2 - 5sn./step 1
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3.2.5 Relatif Ekspresyon Hesaplanmasi

Relatif miRNA ekspresyon degerleri u6 referans olarak kullanilarak “AACt”
yontemiyle hesaplanmistir. AACt hesaplamasi asagi aciklandigi  sekilde
gergeklestirilmistir.

1. Hem hedef grupta hem de referans grupta her bir 6rnegin hem hedef miRNA
hem de referans miRNA icin Real-Time PCR sonucunda Ct degerleri elde
edilmistir. Ornekler ii¢ teknik tekrarli ¢alisildigindan dolayi her bir 6rnegin iic
sonucunun ortalamasi alinmistir. Hesaplamalara bu ortalama deger lizerinden
devam edilmistir.

2. Hedef grupta hedef miRNA Ct degerinden referans MIRNA Ct degeri
cikarilarak hedef grup ACt degerleri elde edilmistir.

3. Referans grupta hedef miRNA Ct degerinden referans miRNA Ct degeri
cikarilarak referans grup ACt degerleri elde edilmistir.

4. Hedef grup ACt degerlerinden referans grup “ACt ortalama degeri” ¢ikarilarak
AACt degerleri elde edilmistir.

5. AACt degerleri “244C* seklinde isleme alinarak katli degisim (fold change)
hesaplanmasi yapilmaistir.

6. Hedef grubun relatif ekspresyon degeri hesaplanirken, referans gruba gore katl
degisim degeri hesaplandigindan referans grubun ekspresyon degeri 1’dir.
Katl degisim degeri 1’in iizerinde ¢ikmasi durumunda hedef grubu miRNA
ekspresyonunun referans grubun miRNA ekspresyonuna gore relatif olarak
artis gosterdigi seklinde yorumlanmistir. Katli degisim degeri 1’in altinda
¢tkmast durumunda ise hedef grubu miRNA ekspresyonunun referans grubun
miRNA ekspresyonuna gore relatif olarak azalis gosterdigi seklinde

yorumlanmustir.

3.2.6 istatiksel Analiz

Daha 6nce yapilmis prospektif benzer bir ¢alisma literatiirde yapilmadigi i¢in
Cohen etki biiyiikliigii 0.8 (biiyiik etki diizeyinde), 0=0.05 yanilma diizeyinde 0.80 gii¢
ile saptamak i¢in travmaya bagli olmayan tiretra darligi grubunda 39 hasta, kontrol
grubunda 19 hasta olmak Uzere toplam 58 hastanin ¢alismaya alinmasi planlandi.

Maliyet kisitliklar1 nedeniyle, travmaya bagli olmayan iiretra darligi grubunda 30
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hasta, kontrol grubunda 15 hasta galismaya dahil edilebildi. Verilerin tanimlayici
istatistiklerinde ortalama (Ort), standart sapma (SS), medyan en diisiik, en yiiksek,
frekans ve oran degerleri kullanilmistir. Degiskenlerin dagilimi Kolmogorov- Smirnov
test ile dl¢iildii. Nicel bagimsiz verilerin analizinde Kruskal-Wallis, Mann-Whitney U
test kullanild1. Analizlerde SPSS 28.0 programi kullanildi. Tim analizlerde P<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Uretra darlig1 olan hasta grubu (darlik (+)) ile normal iiretra dokusu bulunan
kontrol grubunun (darlik (-)) miRNA kathh degisim (fold change) degerleri
karsilastirildi.

Uretra darlig1 bulunan 30 hastalik grup ve 15 hastalik kontrol grubu arasinda
miR-29a, miR-155-5p, miR-26b, miR-129-5p, miR-142-3p, miR-146-5p katli degisim
degeri anlamli farklilik géstermemistir (P > 0.05). Uretra darlig1 olan grupta miR-9-5p
katli degisim degeri kontrol grubundan istatiksel anlamli olarak (P <0.05) daha diisiik
bulundu (Tablo 9). Bulgularin grafikleri Sekil 16 ve 17°de gosterilmistir.

Tablo 9: Uretra darlig1 bulunan grup ile kontrol grubunun karsilastirilmasi

Darlik (-) Darlik (+)

Ort.£ss Medyan Ort.£ss Medyan P
miR-29a katli degisim 2460 =+ 30.20 6.25 17.74 + 23.59 6.75 0.810|™
miR-155-5p kath degisim 5.88 + 6.39 5.28 6.58 + 8.01 4.43 0.962| ™
miR-26b kath degisim 453 + 494 211 724 + 636 6.25 0.092| ™
miR-129-5p kath degisim 4.16 + 550 1.46 253 + 289 150 0.904| ™
miR-142-3p kath degisim 2.34 + 4.14 1.05 138 =+ 117 1.09 0.923|™
miR-146-5p kath degisim 3.62 + 5.07 1.36 194 =+ 162 152 0.981|™
miR-9-5p katli degisim  3.00 + 458 1.46 1.30 + 412 0.16 0.005|™

™ Mann-whitney u test
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miR-29a Kath miR-155-5p Katli miR-26b Katl
Degisim Degisim Degisim
25.0 6.60 8.00
6.40
15.0 )
6.00 4.00
10.0 5 80 )00
5.0 5.60 ‘
0.0 5.40 0.00
Darlik Darhk Darlik Darhk Darlik Darlik
() ) () (#) () (+)
miR-129-5p Katli miR-142-3p Katli miR-146-5p Katli
Degisim Degisim Degisim
5.00 2.50 4.00
4.00 2.00 3.00
3.00 1.50
2.00
2.00 1.00
1.00 0.50 1.00
0.00 0.00 0.00
Darlik Darlik Darlik Darlik Darhik Darlik
() (+) () (+) () (+)

Sekil 16. miRNA’larin katli degisim degeri grafikleri yukarida verilmistir.
Katli degisim degerleri miR-155-5p ve miR-26b iiretra darligi bulunan grupta yiksek
bulundu ve miR-29a, miR-129-5p, miR-142-3p, miR-146-5p ise kontrol grubunda
yuksek bulundu ancak tiim bu degerler istatiksel olarak anlamli bulunmadi (P > 0.05).
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miR-9-5p Kath
Degisim
4.00
3.00
2.00
1.00 '
0.00
Darlik Darlik
() (#)

Sekil 17. Yukarida kath degisim grafigi verilen miR-9-5p’nin katli degisim
degeri travmatik nedene bagli olmayan iretra darligi olan grupta, istatiksel anlamli

olarak (P < 0.05) kontrol grubundan daha diisiik bulundu.

Belirlenen miRNA’larda iiretra darligi bulunan hastalarin ayrica ikili alt
gruplara ayrilmasi ve kontrol grubu ile birlikte karsilastirilmas: planlandi. Uretra
darlig1 nedeninin bilinip bilinmemesine gore, darlik uzunluguna gore ve eslik eden
diyabetes mellitiis (DM) varligi durumuna gore hasta grubu 3 farkli alt gruba ayrild.
Bu gruplar kontrol grubu ile birlikte istatiksel olarak karsilagtirildi.

Calismamizda panuretral darligi bulunan (paniretra (+)) 10 hastanin ortalama
darlik uzunlugu 13,9 (10-16) santimetre idi. Uretra darlig1 bulunup daha kisa segment
darligi bulunan (paniretra (-)) 20 hastanin ortalama darlik uzunlugu 4,25 (1-8)
santimetre idi. Pandretral darligi bulunan 4 (%40) hastanin klinik incelemesi Liken
Sklerdz ile uyumlu idi. Darlik uzunluguna gore yaptigimiz alt gruplamada (panuretra
(+)) 10 (%33,3) hastalik grup, (paniretra (-)) 20 (%66,7) hastalik grup ve 15 hastalik
kontrol grubu istatiksel analizlerde karsilastirildi. miR-29a, miR-155-5p, miR-26b,
miR-129-5p, miR-142-3p, miR-146-5p gruplar arasi katli degisim degeri anlaml
farklilik gostermemistir (P > 0.05). miR-9-5p kontrol grubu katli degisim degeri
istatiksel anlamli olarak (P < 0.05) yiiksek bulunmustur. Pandretra (+) ve panuretra (-
) gruplarda anlamli farklilik gostermemistir (P > 0.05) (Tablo 10).
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Tablo 10: Uretra darlign uzunluguna gére alt gruplarin karsilastiriimasi

1-Paniiretra (-) 2-Paniretra (+)  3-Kontrol

miR-29a Ort+ss 163 = 211 20.7 £ 29.0 246 * 30.2 0812 % 0538 | 0665 |0.868

katl degisim Medyan 512 7.27 6.25

miRsss, OTUES 703 ® 031 568 £472 588 630 (o (ue |000 |005s
kath degisim 4o v an 372 4,60 5.28

miR-26b Ortxss 760 + 725 652 432 453 + 494

katli degisim

0.242 ¢ 0.930 |0.110 |0.222
Medyan 6.25 6.26 211

Ort+ss 281 *= 345 197 +106 416 =+ 550

miR-129-5p 0.884K 0567 |1.000 |0.782
Kath degisim oy an 1.26 171 1.46
miRddzap OESS 130 & 120 183 £091 234 £4M (oo oocn | oses | 0506

katli degisim Medyan 0.83 1.39 1.05

Orttss 177 + 1.65 228 +158 362 + 507

miR-146-5p 0508 0291 |0.868 |0.739
Kath degisim oo an 1.16 237 1.36
miRos, O 148 & 48L 083 £236 300 458 (oox g |oont |0027

katli degisim

Medyan 0.17 0.12 1.46

K Kruskal-wallis (Mann-whitney u test)

Uretra darligi bulunan hasta grubu darlik nedenine gére alt gruplara ayrildi.
Nedeni bilinen iiretra darligi bulunan hastalarin 0ykuslinde, ¢alismamizdaki iiretra
darlig1 bulunan toplam hasta sayisi baz alinarak oranlandiginda 13 (%43,3) hasta
iyatrojenik nedenler, 6 (%20) hastanin oOykiisiinde inflamatuar nedenler oldugu
goriildii. Nedeni bilinmeyen (idiyopatik) darliklar da 11 (%36,7) hastay1 olusturmakta
idi. Nedeni bilinmeyen iiretra darligi olan 11 hastalik grup, nedeni bilinen iiretra darligi
bulunan 19 hastalik grup ve 15 hastalik kontrol grubu istatiksel analizlerle
karsilastirildi. miR-29a, miR-155-5p, miR-26b, miR-129-5p, miR-142-3p, miR-146-
5p katli degisim degeri anlamli (P > 0.05) farklilik géstermemistir. miR-9-5p, kontrol
grubu katli degisim degeri istatiksel anlamli olarak (P < 0.05) yiiksek bulunmustur.
Idiyopatik iiretra darhigi ve nedeni bilinen darlik gruplarinda anlamli  farklilik
gostermemistir (P > 0,05) (Tablo 11).
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Tablo 11: Idiyopatik iiretra darligi ve nedeni bilinen darlik alt grup

karsilastirilmast
1-idiyopatik  2-Nedeni ) P P P
Darlik Bilinen Darlik__°-<ontrol P 12 |13 |23
miRoga  Ontiss 108 +158 217 £267 246 £302 v 057 | 0421 | 0849

katlt degisim Medyan 1.02 8.25 6.25

mMiR-155-5p Ortxss 7.04 + 1024 631 +6.70 588 =* 6.39

katli degisim

0.934 K 0.747 |0.815 |0.822
Medyan 4.30 4.56 5.28

miR-26b Ortxss 6.89 + 4.05 745 +748 453 * 494

katli degisim

0.213K 0.591 |0.113 [0.171
Medyan 6.29 5.81 211

miR-129-5p Orttss 430 + 394 151 +134 416 % 550

katli degisim

0.220 % 0.037 |0.484 |0.768
Medyan 2.99 1.15 1.46

Ortxss 148 + 121 132 + 117 234 * 414

miR-142-3p 0850K 0561 |0.815 |0.768
Kath degisim  104van 1.14 0.99 1.05

miR1ags, Oti 178 £le 203 tles e ssor T T
katli degisim Medyan 1.01 1.57 1.36 ' ' ' '
miRogy Onie 048 1085 177 1615 300 gas T T
Kath degisim Medyan 0.17 0.16 146 : ' ' '

K Kruskal-wallis (Mann-whitney u test)

Uretra darlig1 bulunan (darlik(+)), eslik eden hastalig1 olmayan (eslik eden hastalik (—
)) 19 hastalik grup ve iiretra darlig1 bulunan (darlik(+)), diyabetes mellitusu bulunan
(DM(+)) 6 hastalik grup ile kontrol grubundaki eslik eden hastalig1 bulunmayan (eslik
eden hastalik (-)) 12 hastalik grup karsilagtirildi. miR-29a, miR-155-5p, miR-26b,
miR-129-5p, miR-142-3p, miR-146-5p, mMiR-9-5p katli degisim degeri anlamli
farklilik gostermemistir (P > 0.05) (Tablo 12).
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Tablo 12.

karsilastirilmast

Diyabetes mellitus ile iiretra darhigi iligskisinde alt gruplarin

Darlik(+) ve Eslik Darlik(+) ve DM

Kontrol ve Eslik

Eden Hastalik (-) (1) Eden Hastalik (-)
Ort.ss 157 + 220 161 + 204 226 310 0.859 K
miR-29a katli degigim ’
Medyan 254 8.74 5.52
Ort.ss 703 + 858 897 + 860 591 +6.76 0.723 K
miR-155-5p katli degisim '
Medyan 4.64 6.04 5.04
Ort.ss 740 + 630 973 + 803 497 +£531 0.293 K
miR-26b katli degigim ’
Medyan 6.55 8.21 2.99
Ort.ss 298 + 340 262 + 147 305 445 0534
miR-129-5p katli degisim ’
Medyan 1.49 2.49 0.95
Ort.ss 140 + 128 082 + 044 245 + 465 0.894 K
miR-142-3p kath degisim ’
Medyan 0.99 0.88 0.74
Ort.ss 211 + 171 193 + 181 308 +534
. e K
miR-146-5p katli degisim Medyan 157 1.39 0.85 0.635
Ort.ss 153 + 494 033 + 040 318 +513
iR-9O- F181 K
miR-9-5p katl degisim Medyan 016 015 1.03 0.115

K Kruskal-wallis (Mann-whitney u test)
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5. TARTISMA

Uretra darhiklar1 hasta saghigini, yasam kalitesini olumsuz etkilemektedir.
Uretra darlig1 tedavi edilmemesi durumunda iirolojik ciddi sorunlara yol acabilir [3,
5]. Uretra darliginin patofizyolojisindeki mekanizma detayli olarak bilinmemektedir.
Sirecin baslangi¢ kisminin bir dizi reaksiyonla olustugu diisiiniilen spongiyofibrozis
ve devaminda olusan {iretral liimende daralma olarak kabul gormektedir [29].

Patofizyolojinin aydinlatilabilmesi i¢in yeni ¢calismalara ihtiya¢ vardir.

Uretra darliginin kesin tedavisi, cerrahi tedavidir. Endoskopik ydntemler bazi
Ozellikli durumlarda denenebilir. Ancak tekrarlayan endoskopik tedavi alternatifleri
faydadan c¢ok zarar getirip kesin tedavi olan Uretroplastinin cerrahisini ve basarisini
zora sokabilmektedir [6]. Hasta bazli disiintildiigiinde erken niiks ongdrulebilirse
endoskopik yontemlerde 1srar edilmeden, kesin tedavi olan iiretroplastinin ilk segenek

uygulanmasi diistiniilebilir.

Fibrozis, kronik hastaliklar ile organ hasar1 gibi sureclerin patogenezinde rol
alan bir siiregtir. Fibrotik siiregler, profibrotik fibroblastlar tarafindan, kollajen gibi
ECM proteinlerinin fazla miktarda hiicreler arasi1 alanda birikmesi olarak
tanimlanabilir. Normal sartlarda ECM bilesenlerinin olusmasi ve yikimi bir denge
icerisinde c¢alisir. Bu siirecin fibrotik tarafa dogru kaymasi, organa 6zgii bir dizi
tetikleyici ile olugmasina ragmen, fibrotik siire¢ ve iligkili sinyal yolaklar1 farkl
organlarda yiiksek oranda benzerlik gostermektedir[2]. Uretra darhgindaki fibrotik
stireg, liretraya 0zgii bir dizi durum ile tetiklenip ve siirecin devami veya bir kisim

sinyal yolaklar1 diger organ ve doku fibrozisindeki siireglerle benzerlik gosterebilir.

mMiRNA’larin transkripsiyon sonrast gen diizenlenmesindeki etkisinin klasik
bilinen etkisine ilave olarak, yeni ¢aligmalarla birlikte farkli yollarla dogrudan veya
dolayli olarak etki gosterebilecegi diistiniilmiistiir. Bilinen klasik etkisi mRNA’larin
ilgili bolgelerine baglanarak translasyonunu bloke ederek veya tamamen yikarak
protein sentezini inhibe etmesi olarak bilinmektedir [9, 55, 56]. miRNA’lar

transkripsiyon sonrasi gen diizenlenmesindeki rolleri nedeniyle organ fibrozisinde,
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fibrotik siiregleri c¢esitli etkileri ile etkileyebilmektedir [9]. miRNA’larin iretra

darliginda ve spogiyofibroziste patofizyolojide pozitif veya negatif etkileri olabilir.

Bu calisma yaptigimiz literatiir taramasina gore, travmatik nedene bagl
olmayan iiretra darlig1 bulunan iiretra dokusu ve kontrol grubu tiretra dokusu arasinda

miRNA katli degisim degerlerini karsilastirilan ilk ¢calismadir.

Literatiir taramasi ile bu ¢alismada arastirilacak miRNA’lar olarak, miR-29a,
miR-155-5p, miR-26b, miR-129-5p, miR-142-3p, miR-146-5p, miR-9-5p belirlenip
degerlendirildi. Vaka ve kontrol gruplar1 arasinda miRNA’larin katli degisim degeri
(fold change) istatiksel olarak karsilagtirildi, anlamli ¢ikan ve anlamli ¢ikmayan

sonuglar bu bdliimde tartigilacaktir.

Yapilan analizler sonucunda katli degisim degerinin, travmatik nedene bagh
olmayan iiretra darlig1 olan grupta, anlaml olarak (P < 0.05) kontrol grubundan daha

diisiik oldugu bulunan miR-9-5p dncelikle tartisilacaktir (bkz. Sekil 18).

Pelvik fraktire bagl travmatik yolla gelisen iiretral stenozu olan hastalarin
fibrotik ve skarli dokusu ile normal iiretral mukozasi arasinda mikroRNA’larin
calisildigi bir ¢alismada, fibroziste rol alan Transforming Growth Faktor Beta (TGF-
Beta) ile de iligkili olan miR-9-5p ekspresyonlarinda katl degisimi fibrotik ve skarli
tiretra dokusunda upregiile goriilmiis, kath degisim degeri yuksek (2.08) bulunmustur.
miR-9-5p’nin Onceki ¢alismalarda gosterilen fibrozis karsiti etkileri 6zetlenmistir
ancak bu upregiilasyonun fibrozusun indiikledigi bir yanit olabilecegine de deginilmis,

yeni ¢aligmalara ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir [71].

mMiR-9-5p’nin fibrotik siireglerdeki etki mekanizmasi idiyopatik pulmoner
fibrozisin (IPF) incelendigi galigmada gosterilmistir. IPF, akcigerde kalici hasara
neden olan ilerleyici bir hastalik olarak bilinmektedir. Patoloji kesin olarak bilinmese
de, akcigerdeki derinlerde olusan kiiciik yaralanmalara, anormal fibroblast yanit1 ile
hiicre dis1 matris bilesenlerinin asir1 iiretimi sonucu, skarlagma ile sert ve cansiz doku
olusumundan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Hayvan c¢alismalarinda seliiloz ve

bleomisin ile indiiklenen akciger fibrozisinde, miR 9-5p’nin TGF- B ile iliskili sinyal
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yolaklarinin negatif regiilasyonunda rol alarak, anti-fibrinojenik etkisi olabilecegi daha

onceki calismalarda gosterilmistir [74].

IPF’de, miR-9-5p yukar1 dogru regiile (upregiile) bulunmustur. TGF-Peta
aracili olusan fibrotik siireclerin, artan miR-9-5p ile inhibe edilebilecegi gosterilmistir.
Bu etkiyi proinfilamatuvar etkileri olan TGF-Beta reseptor tip 2 (TGFBR2) ve
NADPH oksidaz (NOX4) inhibisyonu vyaparak, fibroblasttan myofibroblast
doniisiimiinii ve sonucta fibrozis olusumunu azaltarak gosterdigi kesfedilmistir (Sekil
18). miR-9-5p’nin, organ fibrozisinde teshis ve prognoz icin ilerleyen ve zaman icinde

potansiyel bir biyobelirte¢ olabilecegi diistintilmiistiir [74]

miR-9-5p

ol - Fibrotik
}_lomk - A,ll'1~ dfﬁ)kil = TGFB-1 —
inflamasyon tamir yanit1 mediyatorler
= —lFibrozis
Fibroblast miyofibroblast

Sekil 18. miR 9-5p’nin akciger fibrozisindeki diisiiniilen antifibrotik etki

mekanizmasi [74]

EMT (Epitelyal-Mezenkimal Degisim) epitel hiicrelerinin kademeli olarak
ozelligini ve islevselligini kaybederek mezekim benzeri hiicrelere doniistiigl siirectir
[81]. Patolojik EMT pulmoner, renal, hepatik ve okiiler fibrozis gibi durumlarda
fibrozis olusumuna katkida bulunabilmektedir. Alvoeler ve bobrek epitel hiicrelerinde
TGF- B1 ile indiiklenen EMT nin bdbrek ve akciger fibrozisi ile iligkili oldugu 6nceki
calismalarda gosterilmistir [79]. Pulmoner fibrozis genellikle idiyopatiktir, bu grup

kétii prognoz ifade eden idiyopatik pulmoner fibrozis (IPF) olarak isimlendirilir. TGF-
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f/Smad sinyal yolunun, pulmoner fibroziste EMT olusumuna katkida bulundugu
bilinmektedir. NEATL, bir uzun kodlanmayan (IncRNA) RNA’dir [82]. Cesitli
organlarin fibrotik siiregleri ve yaslanma sireci incelendiginde IncRNA’lar ile
miRNA’lar etkilesimde bulunarak bu sureclerde rol olabilecegi ifade edilmistir [9].
NEAT1’in, miR-9-5p ve TGF- B1 sinyal yolaginmi diizenleyerck, EMT Uzerine etkisi
olabilecegi gosterilmistir. Pulmoner fibroziste NEAT1, miR-9-5p’nin hedefi olarak
gosterilmistir.  TGF- B1 ile indiiklenen pulmoner fibrozis dokularinda miR-9-5p
diizeyleri diistik bulunmustur. miR-9-5p ekspresyonundaki artis durumunda kollajen 1
ve kollajen III’i ( fibréz markirlari) baskilamistir. NEAT1 diistik diizeylerdeyken miR-
9-5p yuksek diizeyde goriilmiistiir [82]. Bizim galismamizda fibrotik ve dar Uretra
dokularinda miR-9-5p katli degisim degerleri, kontrol grubuna gore istatiksel olarak
anlamli olarak (P<0.05) diisiik bulundu. Dar ve fibrotik iiretra dokularinda miR-9-5p
diizeylerinin, fibrozis nedeniyle aktive olmus TGF- B sinyal iletim yolu ile iliskili

olarak diisiik diizeyde kalmis oldugunu diisiiniiyoruz.

Cilt fibrozisi ile ilgili bir calismada mMiR-9-5p’nin yine TGF- Peta sinyal
yolaklar1 {izerinden bleomisin kaynakli cilt fibrozisini, fibroblasttan miyofibroblasta

dontisiimii engelleyerek azalttigi gosterilmistir[83].

Farelerde tek tarafli tireteral darlik modeli ile olusturulan renal fibroziste, miR-
9-5p etkileri incelenmistir. Tek tarafli iireteral darlik olusturan grupta miR-9-5p
seviyelerinde 1limli bir artis gozlenmistir. MiR-9-5p’nin renal fibroziste de pulmoner
fibrozis ve cilt fibrozisindeki gibi koruyucu rolleri olabilecegi ifade edilmistir. Bobrek
proksimal tiibiil hiicreleri ile ilgili yapilan analizlerde, miR-9-5p’nin muhtemel
etkisinin TGF- B1 sinyal yolaklarinin inhibisyonu ile fibrozise karst koruyucu etki

oldugu gésterilmistir [84].

Farkli organlarda miR-9-5p’nin fibrozis iizerine etkilerinin incelendigini
gormekteyiz. Calismamiz miR-9-5p’yi travmatik nedene bagli gelismeyen iiretra
darliklarim1 kontrol grubu ile karsilagtiran ve istatiksel olarak anlamli (P<0.05)
bulgularm bulundugu ilk calismadir. Onceki calismalar incelendiginde ortak kani
miR-9-5p’nin fibrotik siireclerde, fibrozise karsi koruyucu mekanizmalari oldugunu
gostermektedir. Her bir mRNA’nin birden fazla miRNA tarafindan hedef alinabildigi
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ifade edilmekte ve her bir miRNA birden fazla mRNA hedefine baglanabilmekte
bdylece gen dizenlemesinde rol alabilmektedir [66]. Fibrotik siireclerin organa 6zgii
bir dizi reaksiyonla tetiklendigi ve fibrozisteki iliskili sinyal yolaklarinin organlar arasi
benzerlik gosteriyor olabilecegi ifade edilmistir [2]. Literatlirdeki farkli organlardaki
fibrotik siire¢lerin incelendigi sonuclarda miR-9-5p’nin fibrozisin farkli asamalarinda

farkli ekspresyon diizeylerinde (diislik/yiiksek) bulundugu gozlenmistir.

Bu calismadaki sonuglar1 onceki ¢aligmalar ile birlikte degerlendirdigimizde
miR-9-5"nin antifibrotik etkileri olabilecegini diisiinmekteyiz. Travmatik nedene bagl
gelismeyen ftretra darligi bulunan hastalarda miR-9-5’nin ekspresyonunun diisiik
bulunmasi, bu hastalarin iiretra Orneklerinde fibrozisin heniiz tamamlanmamis
oldugunu, dolayisiyla TGF-f sinyal iletim yolunun aktif olarak ¢alistigini gosterdigini

diisiinliyoruz.

Pandretral darliklar, penil ve bulbar {iretray1 tutan uzun segment darliklardir.
Hastalik yonetimi ile ilgili literatiir, bulbar darliklara gore daha azdir. Bu hastalar
genellikle ylksek hasta hacimli merkeze bagvurduklarinda, endoskopik tedavilerin
denenmis oldugunu gormekteyiz. Glinlimiizde ¢gok merkezli derleme makalelerde, tek
asamal1 bukkal mukozal greft ile iiretroplasti oldukca basarili sonuglar gdstermektedir
[85]. Klinigimizde de, basarili sonuglart ile bu teknik uygulanmaktadir [50].
Calismamizda paniiretral darlik bulunan hasta grubu, vaka grubunun bir alt grubu
olarak degerlendirmeye alindi. Buradaki amag panretral darlik yonetiminde literatiire

katki saglayabilmektir.

Panuretral darlik yonetimi incelendiginde, 10 cm ve iizeri penis ve bulbar
tiretray1 igine alan darliklarin paniiretral darlik olarak tanimlanabildigini gérmekteyiz
[85]. Bizim ¢alismamizda darlik segmenti > 10 cm olan iiretra darliklari, paniiretra
darlik olarak gruplandirildi. Paniiretra (+), paniiretra (-) gruplari ve kontrol grubu
miR-9-5p kathi degisim degeri birlikte degerlendirildi. Kontrol grubu katli degisim
degeri istatiksel anlamli (P < 0.05) olarak yiiksek bulundu. Paniretra (+) ve paniretra
(-) alt gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (bkz. Tablo 10).

Yaptigimiz ¢caligmada paniiretral darlig1 bulunan ve daha kisa segment darligi bulunan
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hastalar arasinda anlamli farklilik bulunamadi (P>0.05), daha fazla hasta sayisi ile

yapilacak olan ¢alismalara ihtiyag vardir.

Meta analizlerde anterior liretra darlig1 nedenleri arasinda idiyopatik sebepler
(%33) de gosterilmistir [4]. Bizim ¢alismamizda da 11 hastanin (%36,7) darlig
idiyopatik nedenlere bagli idi. Idiyopatik iiretra darlig1 olan 11 hastalik grup, nedeni
bilinen iiretra darlig1 bulunan 19 hastalik grup ve 15 hastalik kontrol grubu istatiksel
analizlerle karsilagtirildi. miR-9-5p, Kontrol grubu katli degisim degeri istatiksel
anlamli olarak (P < 0.05) yiiksek bulundu. Idiyopatik iiretra darlig1 ve nedeni bilinen
darlik gruplarinda anlaml farklilik gézlenmedi (P>0.05) (bkz. Tablo 11). Yaptigimiz
calismada idiyopatik liretra darliklari ve nedeni bilinen iiretra darliklar1 hastalar
arasinda anlamli farklilik bulunamadi ancak daha genis hasta sayisi ile yapilacak

calismalara gereksinim vardir.

Calismamizda travmatik nedene bagli olmayan iiretra darlig1 olan grupta, kath
degisim degerinin anlamli olarak (P < 0.05) kontrol grubundan daha diisiik oldugu
bulunan miR-9-5p’nin hedef molekdllerini saptayabilmek i¢cin DIANA, miRPath veri
tabanlarinda biyoinformatik analiz yapildi. miR-9-5p’nin hangi biyolojik sire¢ ve
sinyal iletim yolaklarini etkiledigini belirlemek i¢in KEGG ( Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes/ Kyoto Genler ve Genom Ansiklopedisi) ve GO ( Gene
Ontology/Gen Ontolojisi) analizleri Fischer’s exact testi metoduyla gergeklestirildi.
Bu analizler ve literatiir taramasi sonucunda miR-9-5p’nin muhtemelen etkiledigi
sinyal iletim yolaginin, TGF- sinyal iletim yolagi oldugu bulundu. Bu sinyal iletim
yolaginda miR-9-5p’nin iligkili olabilecegi genlerin yapilan analizler sonucunda

MAPKZ1, 1d2 ve 1d4 oldugu tespit edildi (Sekil 19).
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Sekil 19. miR-9-5p’nin TGF-f sinyal iletim yolaklarinda iliskili olabilecegi
genler KEGG PATHWAY veri tabanindaki tablo tizerinde sar1 renkle isaretlenerek

gosterilmistir.

Mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK) , cesitli hiicresel aktivitelerle
iligkili sinyalizasyonlara aracilik eden serin ve treonin kinazlardir. Memeli MAPK ,
ekstrasellller sinyalle diizenlenen kinaz (ERK) alt tiplerini, p38 alt tiplerini ve jnk alt
tiplerini icerir. MAPK ailesi enflamatuvar slrecler ve hicre proliferasyonu,

farklilagsmasi, go¢ii ve 6liimiinii dahil olan gesitli hiicresel aktiviteleri diizenler [86].

Flavonoidler tiim vaskiiler bitkilerde bulunan diisiik molekiil agirikl
bilesiklerdir. Cigeklerde ve meyvelerde sari, turuncu ve kirmizi gibi sonbahar renk
tonlarindan sorumlu tutulmaktadir. Caligmalarda diyette kullaniminin viicutta yararh
etkileri oldugu gosterilmistir [87]. Flavonoidlerin bir alt gurubu flovonoldir.
Ulkemizde yalanci igde, ¢igirigan ve yer igdesi olarak bilinen Hippophae
rhamnoides L. bitkisinden izole edilen flovanol olan isorhamnetin’in (IH) karaciger
fibrozisine olan etkisi incelenmistir. Calismada IH nin farelerde karaciger fibrozisine
koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir. Antifibrotik etki mekanizmasini, TGF- 3 aracili
Smad3 ve p38, MAPK sinyal yolaklarinin inhibisyonu ile ECM olusumunu inhibe
ederek gosterdigi ifade edilmistir [88].
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Id (inhibitor of differentiation/ farklilasma inhibit6rii) proteinleri farkli bir
ifade ile DNA baglanma inhibitorii (DNA binding inhibitor) transkripsiyonda rol alan
dizenleyicilerdir. id1,id2,id3 ve id4 olmak tizere 4 alt tipi bulunur [89]. Id proteinleri
HLH (helix-loop-helix) yapisinda transkripsiyon farktorlerindendir. 1d2 genel olarak
bagisiklik hiicrelerinde rol oynamaktadir. Id4 genel olarak noral proliferasyonda rol

oynamaktadir [90].

Calismamizda yapilan analizler sonucu belirlenen miR-9-5p ile iligkili bu
genlerle ilgili fonksiyon ¢alismasi yapilmadi, algoritmalara gére sonuca varildi. Bu

genler ile ilgili yeni ¢calismalara ihtiyag vardir.

Uretral iyilesmenin dermal iyilesmeye benzer oldugu bilinmektedir . Urolojide
yara iyilesmesinin incelendigi derlemede, Uretra darliginin karmasik bir yapiya sahip
oldugu ve endoskopik tedavisinin zor oldugu ifade edilmistir. Yara iyilesmesini
desteklemek i¢in rejeneratif tip, bliylime faktorleri, kok hiicreler, miRNA’lar gibi
alanlarda ¢alismalarin yapildig: belirtilmistir. Ayni ¢alismada, yara yeri iyilesmesinin
yeniden sekillenme fazinda kollojen birikimini diizenlemede miR-29a’nin roliine
deginilmistir [75]. miR-29a, ¢esitli organlarin fibrozisinle iligskilendirilmistir. miR-
29a’nin, inflamasyonda gorevli TNF-alfa’nin seviyelerinin diizenledigine dair kanitlar
mevcuttur. Sistemik skleroz, inflamasyon ve fibrozis ile iliskili ciltte kalinlasma
gOsteren ve i¢ organlar1 da etkileyen otoimmiin bir hastaliktir. Sistemik sklerozda
miR-29a diizeyleri 6nemli dlglide diisitk bulunmustur [80]. Literatiirde tiretra darlig:
ile miR-29a iliskisini degerlendiren bir ¢alisma bulunamadi. Calismamizda bu bilgiler
15181nda miR-29a ve iiretra darlig1 iliskisi degerlendirildi. Uretra darlig1 bulunan grupta
sistemik sklerozdaki  fibroblastlardakine benzer olarak miR-29a katli degisim

degerleri diisiikk bulundu ancak istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi (P > 0.05).

Uretra darliginin sebeplerinden kabul edilen liken sklerdz (LS) ile iiretra darlig1
iliskisi incelendiginde, calismadaki diger miRNA’lardan farkli olarak miR-155-5p,
hem LS iligkili iiretra darlig1 olan grupta hem de LS bulunmadan iiretra darlig1 olan
grupta upregile bulunmustur. LS ile iligkli iiretra darliginda miR-155-5p katli degisim
degerleri, LS bulunmadan iiretra darligi olan gruptan ylksek (2.03) bulunmustur.
Sonuglar caligmadaki en diizensiz miRNA olan miR-155-p’yi LS iligkili Uretra
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darhiginda potansiyel rolind gostermistir [67]. mIR-155-5p, bagisiklik ve
inflamasyonun da i¢inde bulundugu fizyolojik ve patolojik siireglerde onemli rol
oynamaktadir. mIiR-155-5p’nin fibrotik akciger dokularinda upregule oldugu
gosterilmistir. Ratlarda tek tarafli renal fibrozis olusturulmus, fibrotik bébrekte miR-
155-5p degerleri yiiksek bulunmustur [69]. Calismamizda da literatirle paralel olarak
tiretra darlig1 bulunan grupta miR-155-5p katli degisim degerleri yiiksek bulundu
ancak istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi (P > 0.05).

Uretral iyilesme, dermal iyilesmeye bezer olarak dort fazda ancak daha uzun
sirede gerceklesmektedir [75]. Immun aracili inflamatuvar bozukluklarda
miRNA’larin rolii arastirllmigtir. Kronik inflamatuvar bir cilt hastaligi olarak
tanimlanabilen psoriyazisin de incelendigi ¢alismada, miR-26b kontrol grubunda daha
yiiksek bulunmustur. Ayrica miR-26b farkli inflamatuvar hastaliklarda da,
inflamatuvar faktorleri hedeflemektedir [76]. Ratlarda aortik bantlama iligkili kardiyak
fibrozis modeli olusturularak mMiR-26b seviyeleri incelenmistir. Aortik bantlama
modelinden sonra ve TGF- Beta’dan arindirildiginda (revers remodeling/tersine
yeniden sekillenme modeli) miR-26b seviyeleri yiiksek bulunmustur. Sonuglar miR-
26b’yi kardiyak yeniden sekillenmede, CGTF baskilanmasindan sorumlu géstermistir
[77, 78]. Patolojik EMT (Epitelyal-Mezenkimal transition), pulmoner, renal, hepatik
ve okiler fibrozis gibi durumlarda fibrozis olusturulmasinda ©6nemi onceki
calismalarde ifade edilmistir. Epitelyal lens hiicrelerinin, profilerasyon ve fibrozisinde
miR-26 ailesinin roliiniin 6nemi vurgulanmigtir. Sonuglarda miR-26b’nin, EMT’yi ve
epitelyal lens hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe edebilecegini sonugta fibrozisi
baskilayabilecegi bulunmustur [79]. Literatiirde tiretra darligi ile miR-26b iliskisini
degerlendiren bir ¢alisma bulunamadi. Calismamizda bu bilgiler 1s1ginda miR-26b ve
tiretra darhi@ iliskisi degerlendirildi. Uretra darligi bulunan grupta miR-26b kath
degisim degerleri yiiksek bulundu ancak istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi (P >

0.05).

Renal fibroziste miR-129-5p’nin tibiiler epitelyal hiicrelerin EMT’sinin
diizenlenmesinde rol aldig1 gostermistir. Fibroziste miR-129-5p’nin potansiyel bir
prognostik biyobelirte¢ ve tedavi edici ajan olabilecegi fikrini vermistir [73]. Kollajen
negatif dizenleyicisi olabilen miR-129-5p, sistemik sklerozda fibroblastlarda
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downregule olarak bulunmustur [72]. Pelvik fraktira bagh travmatik yolla gelisen
tiretra darligi olan hastalarin skarli dokusu ile normal iiretral mukozasi arasinda
mikroRNA’larin ¢alisildigi bir ¢alismada, fibroziste rol alan Transforming Growth
Faktor Beta (TGF-Beta) ile de iligkili oldugu disiiniilen miR-129-5p
ekspresyonlarinda katli degisimi yuksek (3.75) bulunmustur. Calismalar birlikte
degerlendirildiginde miR-129-5p fibrozisi yonlendiriyor olabilir veya bu durum
fibrozisten kaynakli bir geri besleme yaniti da olabilir seklinde yorumlanip, yeni
calismalarin gerektigi ileri stirilmistiir [71]. Calismamizda tiretra darligi bulunan
grupta miR-146-5p katli degisim degeri daha diisiik bulundu ancak istatiksel olarak
anlamli farklilik gostermedi (P>0.05).

Uretra darlig1 ve liken sklerdz (LS) iliskisinde, miRNA’larin rolii incelenmistir.
LS bulunup iiretra darligi bulunan grupta, LS goriilmeden iiretra darlig1 bulunan hasta
grubuna gére miR-142-3p’nin kath degisim degeri daha yiiksek (1.85) bulunmustur
[67]. miR-142-3p, proinflomatuvar bir sitokin olan TNF-a ile iliskilendirilmistir.
Kronik inflamatuvar cilt hastalig1 olan psoriyaziste ciltte yiiksek oranda miR-142-3p
upregiile  goriilmiis, mMIiR-142-3p  inhibisyonunun, antiinflamatuvar  etki
olusturabilecegi belirtilmistir [70]. Mesane ¢ikim obstriiksiyonu olusturulan farelerde
profibrotik miRNA olarak tanimlanan miR-142-3p’nin upregiile oldugu bulunmustur.
Hipertrofi ve fibroziste dnemine deginilen miR-142-3p’nin, adaptif kardiyak hipertrofi
icin baskilanmasi kritiktir [91]. Calismamizda tiretra darlig1 bulunan grupta miR-142-
3p katli degisim degeri daha diisiik bulundu ancak istatiksel olarak anlamli farklilik
gostermedi (P>0.05).

Uretra darlig1 ile liken sklerdz (LS) iliskisi incelendiginde, LS bulunup Uretra
darlig1 bulunan grupta, LS goriilmeden iiretra darlig1 bulunan hasta grubuna gore miR-
146-5p’nin katli degisim degeri daha yiiksek (2.46) bulunmustur. Ancak miR-146-
Sp’nin iiretra darligindaki hiicre proliferasyonu ve inflamasyonuna etkileri net
gosterilememistir. Yeni degerlendirilmelere ihtiyag varligi belirtilmistir[67]. Hepatik
fibrozisin incelendiginde miR-146-5p’nin ¢esitli Sinyal iletim yolaklar1 iizerinden
karaciger fibrozisinde antifibrotik etkileri olabilecegi gosterilmistir [68].
Calismamizda iiretra darlig1 bulunan grupta miR-146-5p katli degisim degeri daha
diisiik bulundu ancak istatiksel olarak anlamli farklilik géstermedi (P>0.05).
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Uretra darlig1 ile ilgili incelenen vaka, kontrol gruplari ve alt gruplarm
incelemelerinde, istatiksel olarak anlamli farklilik bulunmayan (P>0.05) miR-29a,
miR-155-5p, miR-26b, miR-129-5p, miR-142-3p, miR-146-5p molekilleri genel
olarak incelendiginde daha genis c¢apli, yeni analizlerin literatiire Kkatki

saglayabilecegini diislinmekteyiz.

Uretra darlig1 nedeniyle iiretroplasti yapilan hastalarin incelendigi calismada,
yaslt popiilasyonda en sik eslik eden hastalik olarak hipertansiyondan sonra
diyabetetes mellitus (DM) eslik ettigi goriilmistir [92]. DM ile iliskili fibrotik
strecleri iceren, farkli organlardaki patolojilerde, miRNA’larin iliskili olabilecegi
gosterilmisgtir [93]. Calismamizda DM agisindan alt grup degerlendirilmesi
yapildiginda miR-29a, miR-155-5p, miR-26b, miR-129-5p, miR-142-3p, miR-146-5p,
miR-9-5p molekiillerinin katli degisim degerlerinde gruplar arasi istatiksel olarak
anlamli farkliliklar bulunamadi (P>0.05) (bkz. Tablo 12). Uretra darligi ve DM nin
fibrotik slrece etkisi birlikte diisiiniildiigiinde daha genis ¢apli ¢alismalar anlaml
bilgiler verebilir.

Calismamizin kisithiliklar1 arasinda, maliyet nedeniyle daha genis capli hasta
grubu ile ¢alisilamamasi nedeniyle bulgulardaki standart sapma degerlerinin yiiksek
olmasi, daha fazla miRNA degerlendirmeye alinamamasi, fonksiyon caligmalarinin
yapilamamasi, hastalardan alinan doku Orneklerinden patolojik degerlendirme
yapilamamasi, miRNA’lar ile ilgili ek laboratuvar incelemesi yapilamamasi
gosterilebilir. Hastalarla ve tiretra darligr ile ilgili not edilen diger tanimlayici ve
yardimet verilerle ilgili, istatiksel yontemle degerlendirilebilecek sayida veri olmadigi

i¢in istatiksel analiz yapilamadi.

Ozet olarak bu galisma yaptigimiz literatiir taramasina gore, travmatik nedene
bagli olmayan iiretra darlig1 bulunan iiretra dokusu ve kontrol grubu iiretra dokusu
arasinda miRNA’larin katli degisim degerlerini karsilastirilan ilk caligmadir.
Calismamizda miR-9-5p’nin iiretra darhigimin patofizyolojisine 11k tutabilecegini,
bunun yaninda hastalardaki klinik bulgularin dokudaki patofizyolojik streclerin
tamamlanmasindan c¢ok daha oOnce ortaya ¢iktigini bulduk. Yapilan analizler ve

literatiir taramasi ile miR-9-5p’nin antifibrotik etkisini, TGF-B sinyal iletim
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yolaklarindaki bazi genleri hedef alarak gosterebilecegi diisiiniildii. Dar ve fibrotik
tiretra dokularinda miR-9-5p duizeylerinin, fibrozis nedeniyle aktive olmus TGF- 3
sinyal iletim yolu ile iliskili olarak diisiik diizeyde kalmis oldugunu, Uretra darlig
bulunan grupta miR-9-5p’nin gen ekspresyonu diisiik oldugu veya yeterli dizeye
yiikselemedigi i¢in fonksiyonlarini yerine getiremedigini diistiniiyoruz. Bu sebeple
Uretra darligr ile iligkili olabilecek proteinlerin sentezlenmesinden sorumlu
mRNA’larin gen diizenlemesi yeteri kadar yapilamayacaktir. Bu durum iiretra darligi
olusumuna katki saglamaktadir. Calismamizin, iiretra darlig1 patofizyolojisinin
aydinlatilmasma katki saglayacagimi diistinmekteyiz, boylece gelecekte yapilacak
caligmalar ile birlikte yeni tedavi yontemleri de gelistirilebilir. Risk tespiti
yapilabildiginde, hangi hastalarda noninvaziv tedavi yontemlerinde 1srar edilmemesi
gerektigi belirlenebilir. Noninvaziv yontemlerde tedavi sonrasi tiretra darligi, erken ve
gec nlks eden hastalarda miR-9-5p’nin biyobelirte¢ olarak kullanilmasiyla ilgili bu
gruplarin da i¢inde oldugu arastirmalara ihtiyag oldugunu diisiinmekteyiz. Gelecekte
erken nuiks ongorulebilirse noninvaviz yontemlerle 1srar edilmeden, kesin tedavi olan
tiretroplastinin erken uygulanmasi gindeme gelebilir. Ayrica yine gelecekte miR-9-
5p’nin hedef molekdlleri olarak diisiindiigiimiiz, TGF-B sinyal iletim yolagindaki
MAPK1, 1d2 ve 1d4’i hedef alabilecek medikal tedaviler, cerrahi tedaviden 6nce

gundeme gelebilir. Daha genis gapli, yeni bilimsel ¢alismalara ihtiyag vardir.
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6. SONUCLAR

Travmatik nedene bagli gelismeyen iiretra darligi bulunan grupta miR-9-5p
katli degisim degeri, kontrol grubundan istatiksel anlamli olarak (P<0.05) daha diisiik

bulundu.

Paniiretral darlig1 bulunan grup, daha kisa segment tiretra darlig1 olan grup ve
kontrol grubu karsilagtirildi. miR-9-5p kontrol grubu katli degisim degeri istatiksel
anlamli olarak (P<0.05) yuksek bulundu. Paniiretra darligi bulunan grup ve daha kisa
segment tiretra darhigi olan grup gruplarda istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi
(P>0.05).

Nedeni bilinmeyen (idiyopatik) tiretra darlig1 olan grup, nedeni bilinen Uretra
darlig1 bulunan grup ve kontrol grubu karsilagtirildi. miR-9-5p kontrol grubu kath
degisim degeri istatiksel anlamli olarak (P<0.05) yiiksek bulundu. idiyopatik tretra
darlig1 ve nedeni bilinen darlik gruplarinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi
(P>0.05).

Travmatik nedene bagli gelismeyen tretra darligi bulunan hasta grubu ile
kontrol grubu arasinda miR-29a, miR-155-5p, miR-26b , miR-129-5p, miR-142-3p,
miR-146-5p katli degisim degeri arasi istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi (P >
0.05).

Panuretral darlig1 bulunan grup, daha kisa segment tiretra darlig1 olan grup ve
kontrol grubu karsilastirildi. miR-29a, miR-155-5p , miR-26b , miR-129-5p, miR-142-
3p, mMiR-146-5p gruplar arasi katli degisim degeri anlamli farklilik gostermedi
(P>0.05).

Nedeni bilinmeyen (idiyopatik) tiretra darligi olan grup, nedeni bilinen Uretra
darlig1 bulunan grup ve kontrol grubu karsilastirildi. miR-29a, miR-155-5p, miR-26b,
miR-129-5p, miR-142-3p, miR-146-5p katli degisim degeri anlamli farklilik
gostermedi (P>0.05).
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Uretra darlig1 bulunup eslik eden hastalig1 olmayan grup, iiretra darlig bulunup
diyabetes mellitus bulunan grup ve kontrol grubundaki eslik eden hastalig
bulunmayan grup karsilastirildi. miR-29a, miR-155-5p, miR-26b, miR-129-5p, miR-
142-3p, miR-146-5p, miR-9-5p katli degisim degeri anlamli farklilik gostermedi
(P>0.05).

MIiR-9-5p’nin {iretra darhigimin patofizyolojisine 151k tutabilecegini saptadik.
miR-9-5p’nin koruyucu etkileri olabilecegini ancak hastalarmn klinik bulgularinin,
uretral fibrozisteki patofizyolojik siirecinin tamamlanmasindan daha Once ortaya

ciktigini gosterdik.
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