BOLUM 10

PROSTAT KANSERINDE TANISAL BiYOBELIRTECLER
OLARAK SIiRKULE miRNA’LARIN ROLU

Kuyas HEKIMLER OZTURK!

1. GIRIS

Prostat kanseri (PKa), erkek kanserine bagli 6liimlerin ikinci en yaygin nedenidir
(1). Birlesik Krallik'ta her yil teshis edilen 40.000den fazla vaka ile Bati diinya-
sinda en sik teshis edilen erkek kanseridir (2). Beyaz popiilasyondaki vakalarla
karsilastirildiginda, siyah erkeklerde prostat kanseri insidansi yaklasik %60 daha
yiiksekken, yerli Japon ve Cinli popiilasyonlarda insidans ve mortalite riski dii-
stiktiir (3). GLOBOCAN 2018 verilerine gore, Tiirkiye deki erkeklerde 118.882
yeni kanser vakasinin %14,6” sin1 PKa olusturmaktadir (4). Prostat kanseri, diinya
capinda her yil 1 milyondan fazla erkekte teshis edilmektedir ve goriilme siklig
yasla birlikte artmaktadir (2, 5). Prostat kanserinin olusumu ve mortalitesi, sa-
nayilesmis tilkelerde gelismekte olan tilkelere gére 20 kata kadar daha fazladir.
Bu nedenle diyet ve yasam tarzinin bu degisiklige neden oldugu bildirilmistir.
Yapilan c¢aligmalarda, beslenme ve egzersizin biiylimeyi yavaslatan ve androjen
bagimli PKa hiicrelerinde apoptozu indiikleyen faktérleri degistirirken, yiiksek
viicut kitle indeksi, yiiksek kan basinci ve metabolik faktorlerin 6liim riski ile ko-
rele oldugu bulunmustur (5).

Prostat kanserinin patolojik tanisi, genellikle yiiksek serum prostat spesifik
antijen (PSA) seviyeleri ve/veya dijital rektal muayene (DRE) ile yonlendirilen
transrektal ultrason kilavuzlugunda biyopsi ile elde edilmektedir (1,6). Erken evre
prostat kanserinin tespit oranini artirmak igin etkili biyobelirtegler gelistirme
amagh bir¢ok arastirma yapilmistir. Su anda, prostat kanserini saptamak i¢in kul-
lanilan en yaygin arag serum prostat spesifik antijen (PSA) 6l¢iimidiir (6, 7). Her
haliikarda, daha yiiksek bir PSA seviyesi PKanin varligini gostermesine ragmen,
diisiik PSA seviyelerine sahip birgok hastanin bu tip kanser gelistirdigi bulunmus-
tur (8). PSA taramalar: prostat kanserinin 6liim oranini azaltmis olsa da, yiiksek
serum PSA seviyeleri cesitli klinik sorunlarla iligkilidir (6, 9). PSA, benign prostat
hiperplazisi (BPH), idrar retansiyonu, prostatit, travma ve fiziksel manipiilasyon
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dahil olmak iizere diger birgok durumda yiikseldigi i¢in bu malignite i¢in spesifik
degildir (5, 10). Prostat kanseri tanisi i¢in, 6zellikle PSA 4-10 ng/ml (“gri bolge”)
olan hastalarda, sitolojik veya histopatolojik dogrulama gereklidir. Bu nedenle,
cerrahi veya farmakolojik tedavi goren hastalarda gercek bir gereklilik olmaksi-
zin bazen agir1 teshis ve tedavi ortaya ¢ikmaktadir (5, 7). Bu nedenle, PKa'nin
yonetimi, teshis, prognoz ve tedavi yanit1 i¢in giivenilir yeni biyobelirteglere ih-
tiya¢ duyulmustur (2). Bu amagla {izerinde en ¢ok calisilan biyobelirte¢ adaylar:
mikroRNAlar (miRNA) olmustur. Yapilan ¢aligmalarda, dolasimdaki miRNA' lar,
PKa'nin tan1 ve prognozu agisindan potansiyel yeni biyobelirtegler olarak éneril-
mektedir (11). miRNAllar kansere katkida bulunan 6nemli hiicresel siiregleri/yo-
laklar1 modiile etmesi ve viicut sivilarinda stabil bir sekilde bulunmasi gibi 6zel-
likleri agisindan 6n plana ¢ikmaktadir (12).

miRNATar ~22 endojen niikleotitten olusur ve hedef mRNAlar1 bozdukla-
r1 veya baskiladiklari i¢in transkripsiyon sonrasi seviyede gen ekspresyonunun
onemli diizenleyicileri olan kiigiik, kodlamayan RNAlardir (13). Goreceli olarak
yakin zamana kadar gézden kagmuis olsalar da miRNAlar, ¢ok hiicreli organizma-
larda daha bol bulunan gen diizenleyici molekiil siniflarindan birini olusturur ve
muhtemelen bir¢ok protein kodlayan genin ¢iktisini etkiler (10, 13). Ek olarak,
hiicresel gelisim, farklilasma, ¢ogalma, hiicre dongiisii diizenlemesi, apoptoz ve
metabolizmada ¢esitli roller oynamaktadirlar (10). Bu nedenle, miRNAdaki de-
gisiklikler, mRNA ve proteinin ekspresyonunu bozarak gesitli insan kanserlerinin
olusumunda rol oynayabilir. (7). miRNAlar timor baskilayici genleri hedefledik-
lerinde bir onkogen rolii oynayabilir ve benzer sekilde onkogenleri hedefledik-
lerinde tiimor baskilayici rol oynayabilir. Bu nedenle miRNA profilleme, ¢esitli
kanserlerin erken tanisi ve progresyonu ile iligkili prediktif miRNA imzalarinin
tanimlanmas i¢in giiclii bir ara¢ olmustur (14). Ayrica miRNAlarin viicut sivi-
larinda dolasimlari nedeniyle de RNA diizenlemelerinde ve cesitli hastaliklarin
teshisinde anahtar rol oynadiklar: tespit edilmistir (15).

2. POTANSIYEL BiYOBELIRTEC OLARAK miRNA’LAR

Ulusal Kanser Enstitiisii biyobelirtegleri “kanda, diger viicut sivilarinda veya
dokularda bulunan ve normal veya anormal bir siirecin veya bir durumun veya
hastaligin isareti olan biyolojik bir molekiil” olarak tanimlamaktadir (16). Biyo-
belirte¢, normal biyolojik siireclerin, patojenik siireclerin veya terapdtik bir mii-
dahaleye verilen farmakolojik tepkilerin bir gostergesi olarak objektif olarak 6l-
giilen ve degerlendirilen bir 6zelliktir. Bir biyobelirte¢, mevcut klinik ve patolojik
analiz i¢in daha fazla bilgi ortaya ¢ikarmaktadir. Kanserin taranmasini ve sap-
tanmasini, hastaligin ilerlemesini izlemeyi ve klinik miidahale sonras1 prognozu
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ve sagkalimi tahmin etmeyi kolaylagtirmaktadir (16, 17). Ideal erken teshis biyo-
belirtecleri, kanserin hala tedavi edilebilir oldugu bir noktada potansiyel olarak
agresif timorleri belirleyebilmesi, yavas biiylime ve yayilim gosteren hastaligin
tespitini de en kisa siireye indirmesi beklenmektedir (18). Bir biyobelirteg, bir
hastalig1 teshis etmek ve izlemek igin yararli goriilityorsa, hastaligin ilerlemesi,
niiks veya hayatta kalma gibi sonuglarla korelasyonu gosterilmelidir (19). Bunun-
la birlikte, istatistiksel ¢ikarimin degerlendirilmesi icin bu testlerin yeterli veriye
ve say1ya sahip olgularda gerceklestirilmesi gerekmektedir (3,19).

Bir biyobelirteg secimi, biyolojik veya terapétik bir temele sahip olmalidir ya
da en azindan kanserin varligi, 6zellikleri veya saldirganhig ile giivenilir bir kore-
lasyon gostermelidir. Ayrica, diger faktorlerle birlikte, gok degiskenli bir tahlilde
bagimsiz bir 6ngoriicii olarak gerceklestirilmesi gereken, hastaligin sonucuyla il-
gili olarak belirtecin giiciiniin bir degerlendirmesi olmalidir. Ideal bir biyobelir-
teg, bir klinisyen tarafindan kolayca yorumlanabilen erisilebilir bir biyolojik siv1
veya klinik numunede (6rnegin, plazma, idrar, prostat swvist gibi) hizli, tutarls,
ekonomik ve 6lc¢tilebilir olmalidir (16,20,21). ﬂgili hastalik durumunda ekspres-
yonu 6nemli 6l¢iide arttirmali (veya azaltmalidir) ve saglikli kontrol denekleri ile
tedavi edilmeyen hastalar arasinda biyobelirteg seviyelerinde ortiigme olmamali-
dir. Ideal bir biyobelirtecin 6zellikleri Sekil 1de verilmistir.

ilgili hastalik Biyolojik sivi
durumunda veya klinik
ekspresyon numunelerde
6nemli 6lglide kolayca
artmali \ / olgulebilmeli
ideal
biyobelirteg

v R ®

Ekonomik, Hastalik
hizl ve tutarl .Ipl'igrelsyonu
olmali ile korelasyon
gostermeli

Sekil 1. ideal bir biyobelirtecin ozellikleri

Molekiiler tekniklerdeki mevcut gelismeler, PKa i¢in yeni biyobelirteglerin
kesfini kolaylagtiran yeni araglar saglamistir. Ortaya ¢ikan bu biyobelirtegler,
PKanin teshisi ve prognozu igin yiiksek bir 6zgiilliige sahip olacak yeni ve klinik
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olarak giivenilir gostergelerin gelistirilmesinde faydali ve 6nemli olacaktir (16).
Hastaligin erken tespitinde veya izlenmesinde kullanilan PKa biyobelirtegleri i¢in
model aday1 prostata 6zgii olmali ve BPH, prostat intraepitelyal neoplazisi ve kan-
serli prostat dokular: arasinda ayrim yapabilmelidir (16,17).

Insan kanserlerinde miRNAlarin deregiile ozelliklerinin anlagilmasi, gesitli
biyolojik numunelerden izole edilebilmeleri ve genellikle stabil ve gesitli sakla-
ma kosullarina direngli olduklari i¢in molekiiler biyobelirte¢ adaylar1 olmuslardir
(15, 18). miRNAlar, bdyle bir uygulama i¢in arzu edilen bir takim &zelliklere sa-
hiptir. Belki de en 6nemlisi, miRNATlarin ekspresyon profilleri genellikle dokuya,
gelisime ve hastaliga 6zgii olmasidir. Yapilan ¢aligmalarda, miRNA ekspresyon
imzalarinin farkli timor tipleri arasinda dogru bir sekilde ayrim yaptigini ve his-
tolojik olarak belirsiz kokenli kanserleri dogru bir sekilde tanimlayabildigi gos-
terilmistir (6,22). Ayrica miRNAlar, gercek zamanli kantitatif PCR (qRT-PCR),
mikroarray ve kiigiik RNA dizileme gibi yaygin olarak kullanilan ¢esitli standart
tekniklerle kolayca saptanabilir ve dogru bir sekilde dlgiilebilirdir (23). Sirkiile
hiicresiz miRNATar, riboniikleazlara ve donma-¢oziilme ve yiiksek pH gibi sid-
detli fizikokimyasal kosullara, biiyiik olasilikla onlar1 bozulmadan koruyan Ago2
gibi RNA baglayici proteinlerle komplekslerdeki lipid mikrovezikiiller (eksozom-
lar ve apoptotik cisimler) i¢inde paketlenmeleri nedeniyle son derece direnglidir
(24-26). Plazma ve seruma ek olarak, diger viicut sivilarinda, 6zellikle idrar ve
menide miRNAlar tanimlanmuistir, bu da onlar1 PCa i¢in daha da ilging aday bi-
yobelirtegler haline getirmistir (25,27).

3. PROSTAT KANSERINDE miRNA'LARIN ROLU

Kromozomal intstabilite, epigenetik degisiklikler, tiimor baskilayic1 genlerin de-
gismesi ve bazi protein ekspresyonlar1 gibi molekiiler degisiklikler, PKanin tii-
morijenezi ile iligkilidir (28). miRNAlar, AR sinyal yolaginda yer alan genlerin
ekspresyonunu diizenleyerek PKa patogenezinde (hiicre dongiisii, apoptoz, epitel-
yal-mezenkimal gecis (EMT), metastaz, kanser kok hiicreleri ile ilgili 6zelliklerin
kontrolii gibi) kritik bir rol oynamaktadir (29). Hiicre dongiistintin diizensizligi,
kanseri karakterize eden anormal hiicre proliferasyonuna yol agmaktadir. Genel-
likle miRNAlar hiicre dongiisti proteinleri ile etkilesime girerek hiicresel boliin-
meyi ve hiicre dongiisii ilerlemesini diizenleme potansiyeli tagimaktadir. Orne-
gin, Lewis ve ark. (30) miR-888’in, E2F transkripsiyon faktorlerini baglayarak ve
inhibe ederek ilk bosluk fazindan sentetik faza hiicre dongiisii ilerlemesini bloke
eden hedef Retinoblastoma Benzeri 1'i (Rb-like-1) inhibe ettigini bildirmistir.
Kanserdeki bu genetik degisiklikler miRNAlarin spesifik aktivitesinde 6nemli
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roller oynamaktadir. Bazi prostat kanserlerinde epigenetik susturma bolgelerinin
9%30’unun miRNA lokusu icerdigi gosterilmistir (31).

3.1. Androjen Reseptor Sinyalindeki Rolleri

PKa androjen bagimli bir hastaliktir ve AR sinyali, dogrudan tiimoérijenez ve has-
talik progresyonu ile iligkilidir. Bazt miRNAlar AR sinyal yolaginda rol alirlar
(32). miRNAlarin AR ile etkilesimleri, kastrasyona duyarli PKaden kastrasyona
direngli PKa'ne (KDPK) ilerlemede belirleyici rol oynamaktadirlar (33). Yapilan
bir ¢aligmada, miR-21 ve miR-32’nin BPH ile karsilastirildiginda KDPKda asir1
eksprese edildigi bulunmustur. miR-21’in hiicre proliferasyonunu indiikledigi,
miR-32’nin ise hiicre dongiisii ve apoptoz siirecini kontrol ettigi gosterilmistir
(34).

3.2. Hiicre Dongiisii Ve Apoptoz Siirecindeki Rolleri

miR-15a/16, miR-221/222, let-7a, miR-24 ve miR-31"in hiicre dongiisii kontrol
noktasi genleri ile etkilesim yoluyla hiicre dongiistiniin deregiilasyonuna dahil
olduklar1 gosterilmistir (35-38). miR15a/16'nin G1/S gegisinde yer alan CCND1
genini hedef alarak baskilayici bir islev gosterdigi bildirilmistir (38). miR-
221/222nin siklin bagiml kinaz inhibit6riiniin (p27Kip1) baskilanmasiyla agresif
PC3 hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin ilerlemesini ve proliferasyonunu destekledi-
gi raporlanmistir (36). Hiicre dongiisiinde rol alan bir diger miRNA let-7a, tiimor
supressor ailesindendir ve yapilan ¢aligmalarda prostat tiimoériiniin gelisimini in-
hibe ettigi gosterilmistir (35).

3.3. EMT Siirecindeki Rolleri

PKade miRNAlarin roliinii gosteren bir diger mekanizma EMT olarak adlandiri-
lan biyolojik stiregtir. EMT siireci sirasinda epitel hiicreleri, invazyon ve metastazi
destekleyen mezenkimal 6zellikler kazanarak epitel 6zelliklerini (hiicre-hiicre ya-
pismasi ve polaritesi) kaybetmektedirler (39). PKa hiicreleri EMT ye tabi tutulur,
daha sonra ¢evre dokular istila ederek metastaz olusturmak i¢in kan veya lenfa-
tik yollarla birka¢ dokuyu kolonize etmektedir. Metastatik hiicreler daha sonra,
birincil tiimordeki hiicrelere benzer epitelyal 6zellikleri yeniden kazanmak igin
mezenkimal-epitelyal gecis (MET) yoluyla geri donebilir. Bazt miRNATar, bu sii-
re¢lerin anahtar proteinlerinin ekspresyonunun diizenlenmesi yoluyla EMT ve
MET olaylarinin diizenleyicileridir (40,41). Bir ¢alismada miR-205 ve miR-200
aile diyelerinin (miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-145) E-kadherin epitelyal
isaretlericinin baskilayicisi olan ZEB1 ve ZEB2’yi hedefleyerek EMT"yi geri don-
diirebildigi gosterilmistir (40).
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4, PROSTAT KANSERINDE TANISAL BiYOBELIRTEC OLARAK
SiRKULE miRNA'LARIN ROLU

Erken kanser tespiti konusu, su anda bir¢ok kanser tiiriinde erken teshis yontem-
lerinin ve tarama testlerinin bulunmamasi nedeniyle miRNA tabanl teshis ara¢-
lar1 umut verici bir alani temsil etmektedir (5). Doku temelli ¢calismalarin digin-
da; kan, idrar veya meni gibi viicut sivilarinda dolagsan miRNA'larin kesfi; invaziv
olmayan biyobelirtecleri belirleme firsati sunmaktadir (29). Lawrie ve ark. (42)
ilk olarak serum gibi viicut sivilarindaki hiicresiz miRNAllarin invaziv olmayan
tani1 belirtegleri olma potansiyeline sahip olabilecegi gercegini tanimladi. Bu ¢a-
lismadan sonra sirkiille miRNA'lara olan ilgi giderek artmistir. Chen ve ark. (26)
hiicresiz miRNA’larin insan serum ve plazmasinda mevcut, kararly, tekrarlanabilir
ve tutarli oldugunu gosterdi. Bu nedenle, viicut sivilarinda miRNA'larin tespiti,
cesitli kanserlerin potansiyel invaziv olmayan tanisal biyobelirtegleri olarak hiz-
met edebilecegi 6ne stirillmiistiir.

Mitchell ve ark. (21) tiimér kaynakli miRNAlarin dolagim sistemine girebile-
cegini ve insan kanserinin 6nemli kan bazli biyobelirtegleri olarak serum ve plaz-
mada ol¢iilebilecegini bildirmistir. Ayrica saglikli kontrollerle karsilagtirildiginda
PKa hastalarinin serumlarinda dolasan miR-141’in 6nemli olgiide yiikseldigini
gostermiglerdir. Bununla birlikte yazarlar miR-141"in 0,907’lik bir egri altinda
kalan alan (EAA) gostererek, gelismis PKa'li hastalarda kontrollere gore 6nemli
olgiide daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (21). Daha yakin zamanlarda, diger
caligmalar, PKa'nin saptanmasi ve prognozunda dolasimdaki miRNA'larin yarar-
liligin1 gostermis, bunlarin serum ve plazmada oldugu kadar eksozomlarda ve
kan mononiikleer hiicrelerinde de varligini ortaya koymuslardir (29).

PKa teshisi igin dnerilen diger potansiyel invaziv olmayan biyobelirte¢ler miR-
139-5p ve miR-320 ailesi iiyeleridir (miR-320a, -b ve ¢). Bu ¢alismada miRNATa-
rin periferik kan ve serumdaki ekspresyonlarinin PKa, BPH ve kontrol grubu ara-
sinda 6nemli ol¢iide farklilik gosterdigi bildirilmistir. Dikkat ¢ekici bir sekilde,
serumdaki miR-320a, -b ve —c seviyeleri, BPH hastalarinda en yiiksek medyan
ekspresyon seviyelerini gosterirken kontrol grubunda en diisiik seviyeleri goster-
mistir (43).

Chen ve ark. (26) 25 PCa (15 metastatik olmayan, 10 metastatik) ve 17 BPH
hastasindan alinan plazmadaki 1146 miRNAYy1 degerlendirerek bes miRNAdan
(miR-622, miR-1285, let-7e, let-7c ve miR-30c) olusan bir panel belirlemislerdir.
PKa’y1 BPHden ve saglikli kontrollerden yiiksek dogrulukla ayirt edebildigini ve
sirastyla EAAleri 0.924 ve 0.860 oldugunu gostermislerdir. Ek olarak, ¢alisma-
larinda miRNATar1 rutin PSA testi ile kombine hale getirerek dogruluk diizeyi-
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nin arttigini bildirmislerdir. miR-30c, EAA degeri 0,908 olan PSA>4 ug/L olan
hastalarda 6zellikle yararliyken, PSA<4 ug/L olan hastalarda EAA degerini 0,509
olarak bulmuslardir. Benzer sekilde, let-7e'nin tanisal performansi, PSA<4 ug/L
olan hastalarda EAA degeri 0,969 iken, PSA>4 ug/L oldugunda EAA degeri 0,773
olmustur (26).

Serumdaki miRNAlarin tani degeri Srivastava ve ark. (44) tarafindan 667
miRNAnin profil analizinden 3 miRNAnin (miR-25, miR-101 ve miR-628-5p)
secilmesiyle dogrulanmistir. Secilen miRNATlarin validasyonu, PKa hastalarini ve
yas uyumlu saglikli kontrollerinden ayirt ederek iyi bir performans gostermistir.
EAA degerleri miR-25, miR-101 ve miR-628-5p igin sirasiyla 0.66, 0.80 ve 0.94
olarak bulmusglardir.

Sirkiile miRNATlar1n, erken evre lokalize PKa'ni teshis etme potansiyelinin de-
gerlendirildigi bir ¢alismada, malign grupta ekspresyonlar1 6nemli 6l¢iide degisen
10 miRNAdan miR-106a, miR-1274’n1n en iyi teshis kapasitesine sahip oldugunu
bulmuslardir (EAA=0,928) (45). Brase ve ark, (46) dolasan miRNA'larin ekspres-
yon profilini arastirdiklari ¢aligmalarinda, PKa agresif formlarinda serumda miR-
200c¢, miR-605, miR-135a, miR-433 ve miR-106a’in %89 dogrulukla tanimlamada
yararl olabilecegini 6ne siirmiiglerdir. Yine bir bagka calismada lokalize PKa'li er-
keklerin plazmasinda saglikli kontrollere kiyasla miR-21 ve miR-221’in yiikseldigi
bulunmustur (47). Kotb ve ark., (48) 10 PKa ve 10 BPH’l1 hastadan olusan calisma
grubunda miR-221’in serum seviyelerini PKade upregiile bulmusglar ve BPH’tan
PKanin ayriminda, miR-221 igin spesifisite ve sensitivite %80 olarak hesaplamis-
lardir. Bir bagka ¢aligmada PKanin agresifligini 6ngéren miR-20a, miR-21, miR-
145 ve miR-221'den olusan bir plazma miRNA imzas1 bulunmus ve D’Amico kri-
terlerine gore diisiik ve yiiksek riskli PKa hastalarini 0.824 EAA ile ayirt ettiklerini
gostermislerdir (49).

Watahiki ve ark., (50) 50 PKa hastasindan alinan plazma 6rneklerinde 742
miRNAYy1 analiz etmisler ve 8 miRNAn1n, metastatik CRPC hastalarinda, lokalize
PKa'li olanlara kiyasla 6nemli 6lgiide yukari regiile edilirken, ikisinin agag1 regiile
edildigini raporlamiglardir. Yazarlar, 0,944’liik bir EAA gosteren miR-141, miR-
151-3p ve miR-16dan olugan bir panel 6nermislerdir. Ayrica yazarlar, miR-141,
151-3p, 152 ve 423-3p’yi iceren bir panelin daha kotii bir sonug ve/veya daha yiik-
sek bir Gleason skoru ile iligkili oldugunu agiklamiglardir. Ek olarak miR-141 ve
miR-152’in, radikal prostatektomiden sonra niiks olasilig1 yiiksek olan hastalar1
tanimladigini gostermislerdir.

Bu bilgiler 1s181nda spesifik miRNAlarin ifadesi, normal ve kanser dokula-
r1 arasinda ayrim yapabilmek i¢in kullanilabilecek bir siniflandirici olabilirler.
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Bununla birlikte, farkli ¢aligmalarda bildirilen miRNATlarin ekspresyon patern-
lerindeki farkliliklar, siniflandirict olarak kullanilmalarinda tartismalara yol a¢-
maktadir (7). Bunun nedeni, secilen paneller ve platform tiirleri, hastalarin yas,
calisilan disiik hasta populasyonu, seriler arasindaki etnik farkliliklar ve her ¢alis-
mada yerel ve ileri PKa arasindaki farkli dengeler nedeniyle 6nemli 6lgiide farkli-
lik gostermektedir. Bu sonuglar, miRNA'larin kiigiik miktarlarda viicut sivilarinda
biyobelirtegler olarak 6lciilebilecegini ve tespit edilebilecegini gostermektedir.

5. TESPIT METODOLOJILERI

Bireysel miRNA seviyelerini tespit etmek i¢in en yaygin olarak qRT-PCR kulla-
nilmaktadir. Tiim miRNA setini incelemek i¢in yeni nesil dizileme teknolojileri
(NGS), miRNA profilleri elde etmek i¢in mikroarray teknojileri kullanilmaktadir.
Mikroarray teknolojisi veya qRT-PCR belirli problar ile sinirlandirilmstir, yeni
miRNAar1 ortaya ¢ikaramamaktadirlar. Fakat NGS teknolojisi ile her tiirlii kiigtik
RNA (sRNA) kesfedilebilmektedir. miRNAlarin iyi tanimlanmig diziler igerme-
leri biyoinformatik ¢aligmalar a¢isindan fayda saglamaktadir (51). PKade potan-
siyel belirtecler NGS ¢aligmalarinin yayginlasmasiyla bulunabilecektir. Bu sayede
dijital PCR (dPCR) kullanilarak prediktif, prognostik ve tanisal belirtegler incele-
nebilecektir. Boylece giinliik klinik uygulamada sadece kan 6rnegi ile miRNA'lar
dPCR ile saptanabilecektir (49).

Homojen bir analiz ve dogru veri yorumlama igin bazi hususlar gerekmekte-
dir; 1) 6rneklerin homojen bir sekilde toplanmasi ve saklanmasi 11) numunelerin
antikoagiilen iceren tiiplere alinmasi 111) saklama kogullar1 (4 °C veya -80 °C) 1v)
ayni numune tipi (serum/plazma) v) izolasyon yontemleri ve analizlerin standart
olmasi (52-54).

6. miRNA'LARIN BiYOBELIRTEC OLARAK KULLANIMI iLE ILGILi
KISITLILIKLAR

miRNAlar, DNAnin delesyonlari, amplifikasyonlari, mutasyonlar1 ve epigenetik
degisiklikleri gibi, gen sinyallesmesine aracilik ettiginden, kanser, hastaligin iler-
lemesi ve metastaz gelistirmek igin gerekli proteinlerin sentezini etkileyebilirler.
Bu nedenle miRNAlar yararh klinik tan1 ve prognostik biyobelirtegler olabilirler
(7). Ancak rutin kullanimlarinda baz1 kasitliliklar s6z konusudur. Birincisi, miR-
NAlarin kan ve idrar gibi viicut sivilarina salinmasindan sorumlu mekanizma ve
bunun islevsel rolii ve sonucu tam olarak anlagilamamuistir (55). Ikincisi miRNA
seviyelerini normalize etmek i¢in kullanilan endojen kontrollerde bir standardin
olmamasidir. Calismalarda genellikle normalizasyon i¢in U6 kiigiik niikleer RNA
(RNU6B) kullanilmaktadir. Ancak bazi ¢aligmalarda Ué’nin kararsiz oldugu ve
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serumda bozuldugu gosterilmistir (26,56). Normallestirme konusundaki ¢eliski-
lerin giderilmesi i¢in daha fazla ¢alisma ve deneysel dogrulama gerekmektedir.
Uciinciisii ise, cesitli raporlarin sonuglari arasindaki cesitliliktir. Bu durum farkli
metodolojilerin kullanimina veya degerlendirme i¢in serum veya plazmanin kul-
lanimina baglanabilir. Clinkii serum plazmaya kiyasla daha yiiksek miktarda niik-
leik asit icermektedir (10).

7. SONUC

miRNAlar ve PKa ile ilgili kesfedilmemis bir¢ok alan ve bu alanda arastirma ya-
pilacak bir¢ok konu bulunmaktadir. Kuskusuz, miRNAlar1 kan ve idrarda yarar-
I1 tanisal biyobelirtecler ve kanser dokularinda prognostik biyobelirtegler olarak
belirlemek i¢in bir¢ok ¢aligma gereklidir. Birlikte ele alindiginda, tiim bu veriler
miRNA alaninin ne kadar ilgi ¢ekici ancak karmasik oldugunun altini gizerek,
miRNATlarin belirtecler ve terapotik hedefler olarak kullaniminin umut verici ol-
dugunu, ancak giinliik klinik uygulamada heniiz bir gerceklik olmadigini goster-
mektedir. Yakin gelecekte doku, kan ve idrardaki miRNAlar, prostat kanserinde
teshis ve tedavi sonuglarinin 6ngériilmesi icin siiphesiz yeni biyobelirtegler olarak
sunulacaktir.
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