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OZET

Adamnejad Ghafour, A. (2019).Over Kanserlerinde miR-1260 mikroRNA Ailesinin
Aragtiriimasi.Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Temel onkoloji ABD.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Kadinlarda en sik goriilen kanserler arasinda meme, tiroid ve kolorektal kanser
sayilabilir. Jinekolojik kanserler agisindan bakildiginda iilkemizde de en sik goriilen jinekolojik
kanserler, rahim kanseri, over kanseri ve rahim agz1 kanseridir. Bu verilere gore Tiirkiye'de her
yil ortalama 3800 kisi rahim kanseri, 2790 kisi over kanseri, 1950 kisi rahim agz1 kanseri ve 400
kisinin de diger genital kanserlerine yakalandigi bildirilmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde ise yilda ortalama 14.270 kisinin jinekolojik kanserlere yakalandig:
bildirilmektedir. Over kanseri tedavisi genellikle kemoterapi ve cerrahiden olusmaktadir.
Genellikle once cerrahi tedaviyi takiben kemoterapi uygulanmaktadir. Klinikte etkili bir over
kanseri tedavisi i¢in Oncelikle over kanserinin molekiiler patogenezinin agiklanmasi ve
tedavinin takibini kolaylagtiran yeni molekiiler biyomarkerler gereklidir. miRNA’larin birgok
kanser tiirii i¢in biyolojik marker olabilecegi bildirilmektedir. Over kanserinde miRNA’larin
etkinligine iliskin grubumuzun yaptig1 6nciil bir aragtirmada over kanserinin etiyolojisinde 99
aday miRNA’nin 6nemli oldugu belirlenmistir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, bu miRNA’lar
arasindan MiR-1260 mikroRNA ailesine ait 2 miRNA’nin ailesel ve sporadik over kanser
hastalarindan olugan daha genis bir hasta grubunda validasyonlarimin yapilmasi planlanmistir.
Calismada 150 ailesel ve sporadik over kanser hastasi ile hasta grubu ile yas, cinsiyet ve etnik
olarak eslestirilmis 100 saglikh kontrol grubunda miR-1260 mikroRNA ailesine ait 2
miRNA’nin ekspresyon diizeyleri incelendi ve over kanseri i¢in biyomarker 6zelligi tasiyip
tasimadigi arastirildi. Calismada over kanserli hastalara ait ekspresyon sonuglari saglikli
kontroller ile karsilagtirilarak degerlendirildi. Over kanserli hastalarda miR-1260a ve miR-
1260b ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna gore yiiksek oranlarda artmus oldugu saptandi.

Over kanseri hastalarinda miR-1260a ekspresyon diizeyinin saglikli kontrol grubuna
gore yaklasik 17 kat arttigi, miR-1260b ekspresyon diizeyinin ise saglikli kontrol grubuna gore
yaklagik 33 kat arttigi saptanmigtir. Hem over hem de diger tip kanserler igin de tam alan
hastalarda da kontrol grubuna goére miR-1260a ve miR-1260b ekspresyon diizeylerinin yiiksek
oranlarda arttifi goriilmiistiir. Sonug olarak Onciil ¢aligmasinda da over kanseri ile iligkili
ekspresyon artigt saptanan miR-1260a ve miR-1260b mikroRNA’larmin bu ¢aligma sonucunda
ekspresyonlarimin yiiksek oldugu gézlenmis ve validasyonlart saglanmigtir. 150 hastadan olusan
over kanser grubunda ve 100 hastadan olusan saglikli kontrollerde valide edilen miR-1260a ve
miR-1260b miRNA’larmin, epitelyal over kanserinin (EOK) tamsinda kullanilabilecek
girisimsel olmayan yeni biyolojik markerlar olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bu
molekiillerin etkilestigi gen ve yolaklar tizerindeki molekiillerin ise gelecekte terapotik birer
hedef olarak caligilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ailesel ve Sporadik Over kanseri, miRNA ifadesi, biyomarker,

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.
Proje No:31188
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ABSTRACT

Adamnejad Ghafour, A. (2019). Investigation of miR-1260 microRNA family in ovarian
cancers. Istanbul University Health Sciences Institute, Department of Basic Oncology. Master
Thesis. Istanbul.

Breast, thyroid and colorectal cancers are the most common types of cancer among women.
In terms of gynecologic cancers, the most common gynecological cancers are cervical and
ovarian in Turkey. According to this data, every year around 3800 uterine cancer, 2790 ovarian
cancer, 1950 cervical cancer, and around 400 other female genital cancers cases have been
reported in Turkey. In the US, 14,270 people have been diagnosed with gynecological cancers.
Ovarian cancer is usually treated through sugery and chemoterapy. Generally, surgery is the
first treatment followed by chemoteraphy. Although surgical and platinum-based chemotherapy
are currently used in the treatment of standard ovarian cancer, new treatment strategies should
be developed for more effective treatment. In order to have an effective treatment of ovarian
cancer as well as to follow the treatment process, there must be new molecular biomarkers that
explain the molecular pathogenesis of ovarian cancer. There is a need for disease-specific and
sensitive biomarkers in early diagnosis of ovarian cancer, the choice and the follow-up of
treatment. The miR-1260 microRNA family (miR1260a and miR1260b), previously identified
as an important factor in the etiology of ovarian cancer and are related to the efficacy of
miRNAs in this kind of cancer, are selected from 99 miRNAs candidates. In this thesis, 2
miR1260 microRNA family from 99 microRNAs candidate are validated and compared with
healthy controls in sporadic and familial ovarian cancer cases. In the study, the expression
levels of 2 miRNAs of miR-1260 microRNA family were investigated and evaluated for
biomarkers for ovarian cancer in 150 familial and sporadic ovarian cancer patients; and 100
healthy controls matched in- age, gender and ethnicly with the patients. Expression levels of
miR-1260a and miR-1260b were higher in ovarian cancer patients compared to control group. It
was found that the expression level of miR-1260a in patients with ovarian cancer was increased
by 17 times, and the expression level of miR-1260b was increased by 33 times compared to the
healthy control group. It was found that the expression levels of miR-1260a and miR-1260b
increased significantly in patients diagnosed with both ovarian and other cancers. In conclusion,
miR-1260a and miR-1260b microRNAs, which were found to be increased in ovarian cancer,
were validated in this study. These miRNAs are validated in higher in ovarian cancer then
healthy controls, suggesting that miR-1260a and miR-1260b miRNAs may be new non-invasive
biomarkers that can be used in the diagnosis of epithelial ovarian cancer.

Keywords: Familial and Sporadic Ovarian Carcinoma, miRNA expression, Biomarkers

This study was supported by Istanbul University Scientific Research Projects Unit. Project No:
2018/712
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1. GIRiS VE AMAC

2018'de Amerika Birlesik Devletleri'nde yaklasik 22.240 kiside over kanseri teshis
edilmis ve 14.070 kisinin over kanserinden hayatin1 kaybettigi bildirilmistir [1]. Kadinlarda
jinekolojik tiimorlerin  %2,5’ini  habis timor olusturmaktadir. Bu Kkanserlere yakalanan
kadinlarin %5’1 ise ileri evre kanserler nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir[2, 3]. Over kanseri en
sik goriilen jinekolojik kanser olup, yiiksek mortalite oranina sahiptir.

Kanser ¢aliymalarinda tim bilinen miRNA’larin hasta ve saglikli kisiler arasinda
ekspresyon paternlerinin kargilastirilmasi hastaliklara iliskin biyolojik markerlarin saptanmasi
acisindan son derece onemlidir. Literatiirlerde kanser ve miRNA ekspresyonu iligkilendirilmis
olmakla beraber over kanserli hasta ile saglikli kisilerde miR-1260 ailesinin incelendigi
herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. MikroRNA'lar (miRNA'lar veya miR'ler) ~ 18-22
niikleotid uzunlugunda kiiciik RNA'larin bir sinifidir. miRNA'lar, hedef miRNA'larin 3'-
untranslated region bolgesine (3'-UTR) baglanarak haberci RNA (mRNA) aktivasyonunu inhibe
ederek veya mRNA bozulmasim indiikleyerek protein ekspresyonunu baskilamakta ve bdylece
ekspresyonu kontrol etmektedir. miRNA'larin fonksiyonlarinin yeniden diizenlenmesi veya
bozulmasi, kanser gelisimine sebep olmaktadir [4]. Over Kkanserinin ¢ogu postmenopozal
donemde kargimiza c¢ikmakla beraber premenopoz donemde de over kanserlerine siklikla
rastlanilmaktadir. Bu nedenle, menopozun hastalikla olan iligkisi ve zamanlamasi halen tam
olarak netlestirilememis 6nemli bir konudur. Over kanserinin nasil ve nereden gelistigi halen
tartismali bir konu olup tam nedenleri bilinmemektedir. Yeni teoriler farkli over tiimérii alt
tiplerinin farkli noktalardan kaynaklandigimi diisiindiirmektedir. Over kanserinin Tip 1
timorlerinde tiimérlerin fallop tiipiinde yer alan yumurtalik yiizey epiteline benzer olan
hiicrelerden gelistigi ileri stirilmektedir. Over kanseri patogenezinin anlasilmasi over kanserine
yol agan farkli kokenden gelen hiicrelerin belirlenmesi ve bu hiicrelerin tiimér gelisiminde ortak
ozelliklerinin belirlenmesiyle saglanabilecektir. Menstiirasyon ve oviilasyon gibi olaylarin ve
bunlarla iligkili faktorlerin over kanserine nasil yol ac¢tigini anlamak icin ¢esitli modeller
onerilmistir. Cogunlukla siirekli ovulasyon hipotezi (Incessant Ovulation Hypothesis) olarak
adlandirilan hipoteze gore, aylik ovulasyon ile indilklenen yumurtalik yiizey epitelinin ve fallop
tip epitelinin {izerindeki tekrarlayan siirekli olarak hasarlarin ve buna karst onarim
aktivasyonunun, hiicre proliferasyonunu ve dolayisiyla onkogenezise yol agabilecek genetik
istikrarsizlik ihtimalini arttirdigi diisiiniilmektedir. Gonadotropin hipotezi olarak bilinen bir
diger hipoteze gore, over yiizey epitelinin dogrudan ve dolayli olarak asir1 uyarilmasi,
gonadotropinlerin diferansiyasyonuna yol agarak ¢ogalmaya neden oldugu ve buna bagl olarak
malign transformasyonun gelistigi ileri siiriilmektedir. Biitiin bu hipotezlerde ortak yaklasim,
yumurtlama sebebi ile over epitelinde meydana gelen hasarin over kanserine yol actigi ile
iliskilidir. Bu durum over kanser gelisiminde ovulasyonun 6nemini giiglendirmekle beraber bu
islemde gorev alan diger yakin organlarin islevsel etkisinin ayristirilmasini da zorlastirmaktadir.
Polikistik Over Sendromu (PCOS) tamli kadinlarin degisen steroid hormonu seviyesi nedeniyle
stirekli ovulasyon egilimi gosterdigi, oral kontraseptif kullanan kadinlarin ise hem disiiriilen
gonadotropin diizeyi hem de ovulasyonun inhibisyonu sebebi ile ovulasyondan ve dolayisiyla
over kanser gelistirme riski agisindan korunuyor olabilecegi diisiiniilmektedir. Over kanserinin
ortalama tam yas1 olan 63 yas, ovulasyonun durdufu menopoz sonrasi postmenopozal
dénemdir. Bu nedenle, halen yanmtlanmamus bir soru olan, menopozun hastalik iizerindeki etkisi
son derece karmagik bir soru haline gelmektedir [5].
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Jiang ve ark. Real-Time PCR yontemi kullanarak insan kanser hiicre soylarinda 222 adet
miRNA oOnciiliinii analiz etmislerdir. PCR tabanli bu analiz ile miRNA ekspresyon diizeyi
belirlenebilmektedir [6]. miRNA profillemesi icin genel olarak kullanilan temel y6ntemler
arasinda dizileme, mikrodizileme ve gercek zamanli QPCR sayilmaktadir [7-9]. Real time gPCR
tabanl: sistemlerde biyolojik degisikliklerin degerlendirilmesinde teknikten kaynaklanan 6lgme
hatalar1 i¢in normalizasyon islemi Onerilmektedir [10]. Bu yontemler, yeni miRNA'lari
belirleme potansiyelinin yam sira dizisi bilinen miRNA’larda da var olan degisiklikleri ortaya
koyan bir islemdir [11-19].

Planlanan tez g¢aligmasinda over kanserinde degisiklik gosterdigi diisiiniilen
miR-1260 ailesine ait 2 farkli miRNA’nin Real Time tabanli gPCR metodu kullanilarak
validasyonlarinin yapilmasi, over kanserindeki etkinliklerinin belirlenmesi ve over
kanserinin etiyolojisindeki yerinin anlasilmasinda son derece 6nem tagimaktadir.

Bu amagla planlanan ¢alismada, 150 ailesel ve sporadik over kanser hastasi ile
hasta grubu ile yas, cinsiyet ve etnik olarak eslestirilmis 100 saglikli kontrol grubunda
MiR-1260 mikroRNA ailesine ait 2 miRNA’nin ekspresyon diizeyleri incelenecek ve
over kanseri i¢in biyomarker 6zelligi tasiyip tasimadigi degerlendirilecektir. Hasta ve
sagliklt gruplar arasindaki ekspresyon farkliliklar: ortaya koyularak miR-1260 ailesinin
over kanseri etiyolojisinde 6nemi belirlenecektir. Elde edilen bulgular, miR1260 a ve
miR1260b miRNA’larinin over kanserinin erken teshisinde, prognozun belirlenmesinde,
tedavi planlamas1 ve takibinde biyomarkerlar olarak kullanilip kullanilmayacagi
belirlenecektir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kadin Ureme Organlari

Kadin cinsel organi i¢ ve dis genital bolgelerden olusmaktadir. Pelvik
boslugunun iginde bulunan organlar i¢ genital organlar olarak smiflandirilir ve over,
uterus ve vajinal kanal olarak siralanir.

Over, kadinlarda yumurtalarin tretildigi ve disilik hormonlarmin salgilandigi,
bir organdir. Her over yaklasik 3,5 cm uzunlugunda, 2 cm genigliginde ve 1 cm
kalindiginda oval bir yapidadir. Birkag siitiral bag ve perineal kist, uterusun
kenarlarinda ve uterus tiiplerinin altinda, pelvis tabaninin yaninda bulunan overi
tutmaktadir.

Germ tabakasi adi verilen ince tabaka, embriyo benzeri bir visseral periton
tabakas1 olan yumurtaligi yiizeyini kaplar. Overin kanamasi, abdominal aortdan ve
ayni zamanda uterus arterlerinin dallarindan olusan bir ¢ift atardamardan kaynaklanir.
Overlerin i¢inde yer alan her bir yumurta, folikiiler hiicreler olarak adlandirilan kiigiik
hiicre tabakasiyla gevrilidir. Ovum ve ovumu gevreleyen folikiiler hiicrelerin hepsi
birlikte folikiil olarak adlandirilir.

Ovum hiicreleri, embriyonik yasamin erken donemlerinde birkag mitotik
bolinme gecirir, daha sonraki donemlerde ise mayoz bdlinmeye gecis yapar.
Embriyonik asamada ovum hiicreleri, mitoz boliinme gegirmesine ragmen, bu bolinme,
hiicre ¢ekirdeginin ilk fazinda folikiiler hiicrelerin salgilanmasini 6nler. Salgilanan
hormonlarmn yardimiyla ve mitoz boliinme ile folikiler bityiimenin desteklenmesine ve
ovum hiicrelerinin harekete gegmesine sebep olur. Noronal ve endokrin sistemlerin
aktivitesi ile ergenlikten sonra ovum hiicreleri, aylik rutin bir diizenlenme hali alir.
Sonug olarak, embriyonik dénemde inaktif ovum hiicreleri, hipofiz bezi salgilarinin
aktivasyonu ve mitoz boliinme ile yeniden diizenlenir. Sonunda, bu hiicrelerden birinin
biliylimesi tamamlanir ve mayozun ilk asamasi baglar ve yaklagik 11 giin sonra
olgunlagmis olur. Yumurtanin serbest birakilmasi olayina yumurtlama denir. Yumurta
daha sonra uterusa gider ve eger spermatozoidler ile birlesebilirse, mayozun ikinci
asamasi baglar. Bu sekilde, mayozun ikinci asamasi, spermatozoidlerin girmesi ve
dollenmesi durumunda tamamlanir.

Overin en 6nemli gorevi, embriyonun ilk giinlerinden itibaren disilik hormonlar1
olan Gstrojen ve progesteronun iiretimi ve salgilanmasidir. Bu hormonlarin miktar: sabit
degildir ve hipofiz fonksiyonunun etkisi dongiilerin farkli agamalarinda azalabilr veya
artabilir. Ayrica, bu hormonlar 6zellikle, kadin cinsel organlarinin gelisimini ve iglevini
etkilemektedir [20].
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2.2. Over Kanseri Gelisimi ve Metastazi

Over kanser biyolojisi hematojen olarak metastaz yapan tiimérlerden farklidir,
ciinkii over kanser hiicreleri periton boslugu igine invaze olmaktadir. Hizla g¢ogalan
timorlerin viseral organlar sikistirmasi ve hiicrelerin kemosensitiflik 6zelliginin disiik
olmasi1 nedeniyle over karsinomu sadece %30'luk tedavi oraniyla 6liimciil bir hastaliktir.
Over karsinomu hiicre transformasyonuna yol agan genetik ve epigenetik degisiklikleri
icerir. Over karsinomu potansiyel ii¢ farkli bolgenin birinden kaynaklanir: Yumurtalik
yiizeyleri, fallop tiipii veya mezotelyum periton boslugu. Over kanser tiimérogenezi ya
yavas biiyliyen bir borderline tiimoérden iyi diferansiye karsinomaya (tip I) asamali bir
mutasyon siireci boyunca ilerler ya da hizla metastaz yapan (tip 11) genetik olarak stabil
olmayan yiiksek dereceli seréz karsinomu seklinde gelisir.

Timor olusumu sirasinda, over kanser hiicreleri, epitelyal-mezenkimal gegise
ugrar; bu mekanizma integrin ekspresyonunda ve proteolitik yolaklarin regiilasyonunda
bir degisiklik meydana getirir. Peritoneal sivi tarafindan taginan kanser hiicresi
sferoidleri, anoikisi gecer ve kanser hiicrelerinin epitelyal fenotipe geri dondiigi
abdominal periton veya omentuma tutunur. Metastazin baglangi¢c basamaklari, adezyon
reseptorleri ve proteazlarin kontrollii bir etkilesimi ile diizenlenir. Ge¢ metastaz,
mezotelyum kapli yiizeyler iizerindeki timor nodiillerinin onkojene dayali hizh
biiyiimesi ile karakterize edilir, bu da bagirsak tikanikligina ve tiimor kageksisine neden
olur [21].

2.2.1. Epidemiyoloji

Yasa gore diizenlenmis insidans oranlari, Kuzey Amerika, Orta ve Dogu Avrupa
dahil, diinyanin gelismis bolgelerinde, genellikle 100.000'de 8'i asan oranlarda
gozlenmektedir. Giliney Amerika'da oranlar 100.000'de 5.8 ve Asya ve Afrika'da
ortalama 100.000°de 3 diizeydedir [22, 23].

Amerika Birlesik Devletleri'nde, insidans ve mortalite oranlar1 arasinda irksal
farkliliklara bakildiginda, beyaz ik riskler agisindan yiiksek riske sahipken, hispanikler
icin orta risk, siyahlar ve asyalilar igin ise diisiik oranlarda gozlenen risk farkliliklar:
mevcuttur [24]. Kuzey Amerika ve Avrupa'y1 da kapsayan ¢ogu gelismis {ilkede, biiyiik
Olctide, over kanser insidans1 ve mortalitesi 1990'l1 yillardan sonra azalmaya baslamistir
[24-29]. Buna karsilik, son zamanlarda ekonomik biiyiimede sikint1 yasayan ve yasam
kalitesi diigiik olan az gelismis tilkelerde over kanseri insidans ve 6liim oranlarinda
artiglar goriilmektedir [30, 31].
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Data source: GLOBOCAN 2018
Graph ion: ARC

(http faday]
World Health Organization

Sekil 2-1: Cografik bolgelere gore 2018 yili over kanseri insidansi [32].

Diinya Saghk Orgiitii, hiicre tipine gore over kanserlerinin %80'ini epitelyal over
karsinomu olarak bildirmistir (sekil 2-2). Bu nedenle, serdz over kanseri, iyi veya orta
derecede diferansiye oldugu zaman, genellikle fallop tiipiinin papiller yiizey
epitelyumuna benzeyen glandiiler veya papiller bir yapiya sahiptir (Sekil 2-2 , A-J), bu
nedenle serdz papiller over karsinomu olarak da adlandirilir (Sekil 2-2, A-J).
Endometriyum kanserleri genel olarak endometrioid ve endometrioid olmayan kanserler
olarak ikiye ayrilir. Endometrioid bezlerden olusan endometriyum kanseri siklikla
endometriozis ile iligkilidir ve uterusun endometrioid karsinomlarini andirir (Sekil 2-2,
K-M). Miisin6z karsinomlar, daha iyi diferansiye bolgelerde, endoservikal bezlere veya
gastrointestinal epitelyuma benzemektedirler (Sekil 2-2, N-R). Over kanserini,
yumurtaliga metastaz yapmig olan mide ve bagirsak tiimorlerinden ayirt etmek bazen
zordur, fakat sitokeratin 7 ve 20 (CK7 ve CK20) immiinohistokimyasal boyama taniy1
kolaylastiran araglardir. Serdz over kanseri siklikla CK7 pozitif ve CK20 negatif iken,
gastrointestinal kanserler CK7 negatif ve CK 20 pozitiftir (Sekil 2-2, | and J). Bununla
birlikte, bu ifade her zaman organa 0zgii degildir, ¢iinkii kolon ve gastrik
adenokarsinomlar CK7'yi eksprese edebilirken, miisinéz over adenokarsinomlarmnin
%33'i CK20 pozitiftir. Dordiincii major histolojik kategoride, hem ser6z hem de
endometrioid formda over kanseri ile morfolojik 6zellikleri paylasan endometriozis ile
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iligkili nadir bir alt tip olan berrak hiicreli over kanseridir (Sekil 2-2, S ve T).
Gegtigimiz 40 yil boyunca, over yiizey epitelinin tek tabakasinin ser6z over kanserine
yol agtig1 fikri genellikle kabul gérmekteydi [33, 34]. “Siirekli ovulasyon” teorisi,
ovulasyonun sirasinda yiizey onarimi dongiisiini indiiklemekte ve yumurtalik
epitelyumunun inkliizyon kistlerine yakalanma egilimini arttirmaktadir. Sonug olarakta
bu olaylar malign transformasyona katkida bulundugunu gostermektedir. Over
yiizeyindeki epitelyal hiicreler, peritonyum plevra ve perikardi kapsayan mezotelyal
hiicreler gibi hem epitelyal (keratin) hem de mezenkimal (vimentin) hiicre yapisini
icerir. Dr. Naora’nin laboratuvarindan yapilan galismada, kadin tireme sistemi ve farkli
dokularin morfogenezinde HOX genlerini rol oynadigi gosterilmistir [35, 36].

HOX genleri, morfogenez ile iliskil genleri diizenleyen bir transkripsiyon
faktoridiir. Over kanserinin bu mekanizma yoluyla gelistigi diisiiniilmekle birlikte,
fizyolojik olarak, kotii diferansiye over yiizey epitel hiicrelerinin, farkli epitel
hiicrelerini taklit ederek, Mullerian benzeri bir morfolojiye diferansiye olabilecegi
goriilmustiir. Seréz over kanseri, bir prekanser6z bileseni olmayan kanserdir. Piek ve
ark.'nin yaptiklar1 ¢aligmalara dayanarak fallop tiipiiniin fimbriyal epitelyumu (Sekil 2-
2, U-2), over kanseri i¢in bir baglangi¢ yeri olarak kabul edilmistir [37, 38]. Pelvik
tutulumu olan seréz over kanseri 55 hastanin fallop tiplerinin tikanmasi sonucu,
hastalarin  41'inde(%75) fallop tiipiiniin i¢ astarinda timor tutulumu oldugu
gosterilmigtir. En onemlisi, hastalarmm 29'unda (% 52) tubal intraepitelyal karsinomu
mevcut oldugunu, bu da serdz karsinomlarmn fallop tiipiinden kaynaklandigmi
distindiirmiistiir. Fallop tiipiinde bulunan intraepitelyal karsinomlar endokrin epitelyal
hiicrelerden olugmus, TP53 inaktivasyonu/mutasyonu gosteren gii¢lic TP53 boyanmasi
ve epitelyal hiicrelerde DNA hasari i¢in bir biyobelirteg olan asir1 eksprese edilmis y-
H2AX proteinin varligi bildirilmistir [39, 40]. Over kanseri histolojik olarak normal
fallop tiipti (sekil 2-2, A ve B) ve endometrium (Sekil 2-2 K) kokenli, mezodermden
gelisen mullerium kanali olmak iizere ortak bir embriyolojik kokenini paylasir [41].

Buna karsilik, over epitelyumu, koelomik kokenlidir ve over epitelinin miillerian
kanalinin dokularina benzeyen bir tiimore nasil doniistigiinii halen bilinmeyen konular
arasindadir. Fallop tiipiiniin ve overlerin tiimdr olusumuna nasil katkida bulundugunu
aciklamak icin iki hipotez gelistirilmistir. Birincisi, fallop tiipii ve over geg¢isinde,
servikse ¢ok benzeyen malign transformasyona karsi hassas olan bir epitelyal gegis
alam oldugunu iddia edilmektedir [42]. ikinci teoride ise, yumurta salmimi sirasinda,
tubal epitelyal hiicrelerin yumurtalik yiizeyini etkisiz hale getirdigi ve yumurtalik
mikrogevresinde doniistiiriilen inkliizyon Kkistlerinin olusumu ile sonuglandigini ileri
striilmektedir [43].
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Sekil 2-2 Borderline tiimorlerin major histolojik alt tipleri, epitelyal over karsinomu ve
normal doku [44].

N

A ve B: 100x normal fallop tiipii (A) ve 400x (B) biiyiitme. C. 100 ser6z borderline
over tiimorii. D. Mikropapiller, iyi diferansiye over karsinomu. 400x. E. Diisiik dereceli
serdz over karsinomu. 100x. F. Diisiik dereceli ser6z over karsinomu. 400x. G. Yiiksek
dereceli serdz over karsinomu. 100x. H. Yiiksek dereceli seréz over karsinomu. 400x. .
Sitokeratin 7 igin yiiksek dereceli ser6z karsinom boyasi. 400x. J. Sitokeratin 20. 400x.
K. Proliferatif endometriyum. 400x. L. Endometrioid endometrial karsinom, Grade 1.
400x. M. Invaziv endometrioid over karsinomu. 200x . N. Iyi huylu endoservikal
bezler. 200x. O. Normal kolon. 200%. P. mukik borderline tiimor. 400%.Q ve R. 40x
diisiik dereceli miisinli over karsinomu. S. Berrak hiicreli karsinom. 40x. T. Berrak
hiicreli karsinom. 200x%. U. Displazi alanlari ile fallop tiipii. V. 100x . Displazi alanlari
ile fallop tiipii. 400x. W. Displastik epiteli Fallop tiipii, p53 pozitif. 400x. X. Ki-67
pozitif olan displastik epiteli Fallop tiipii. 400x. Y. In situ fallop tiipii karsinomu. 400x.
Z. Displastik fallop tiipt. 200x
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2.3. Risk Faktorleri

2.3.1. Hormonal ve Reprodiiktif Risk Faktorleri

Epidemiyolojik arastirmalar kanser patogenezinde hormonal ve reprodiiktif
faktorlerin 6nemini gostermistir [45]. “Siirekli ovulasyon” hipotezi, yumurtlama
dongiilerinin sayisint her yumurtlamadan sonra yilizey epitelinin onarimu ile iligkili
hiicresel bolinme hizin1 ve bdylece spontan mutasyon oranini arttirdigini ortaya
koymaktadir [46]. Yasam boyu yumurtlama sayisi ile yiiksek risk arasindaki korelasyon
bu hipotez ile tutarhidir. "Gonadotropin hipotezi”, luteinlestirici hormon ve folikiil
uyarici hormon gibi gonadotropinlerin olas1 etkilerini gésterir [46-50]. Onerilen bu
mekanizmalarin  her ikisinde de, disilik hormonuna maruz kalmanmm endojen
korelasyonlar1 ve eksojen hormon kaynaklar1 hakkindaki epidemiyolojik verilerin
yorumlanmas: gerekmektedir [47].

2.3.2. Menars ve Menopoz Yas1

Stirekli yumurtlama hipotezine gore, menarsta erken yas ve menopozda geg yas,
yumurtlama doéngli sayisim arttirmak kosulu ile riski de arttrmaktadir. Gonadotropin
hipotezine gore menopozda ve menopoz sonrasi gonadotropin hormonlarmnm yiikseligini
geciktirmek de riski azaltmaktadir [51-61]. Vaka kontrol ¢alismalar1 menopozda yas
kategorisinin 45 ile 52 arasinda degistigini gostermistir. Avrupa Prospektif Kanser ve
Niitrisyon Arastirmasi (EPIC) kohortunda menopoz yas1 (> 52'ye <45 yil) artan risk ile
iligkili oldugu bildirilmistir [62-65]. Ulusal Saglik Servisi’nden bir rapor, dogal
menopozdaki yasin ayni zamanda endometriyum tiimor riskinin artmasiyla da iligkili
oldugunu gostermistir [66].

Laktasyon, hipofiz gonadotropinlerinin salgilanmasini baskilar ve 6zellikle dogumdan
sonraki ilk aylarda, anoviilasyona yol acar [67]. Siirekli oviilasyon ve gonadotropin
hipotezi, laktasyonun kanser riskini azaltacagini digiindiirmektedir [57, 58, 61, 68-74].
Son zamanlarda yapilan bir meta-analiz galigmasinda, uzun siire emzirmenin (RR =
0.85,0.73 ve 0.64 <6 ay, 6-12 ay boyunca ve > 12 aylik toplam emzirme siiresi) dnemli
bir koruyucu etkisi (6zetle RR = 0.68,% 95 CI: 0.61-0.76) oldugunu gostermektedir
[75].

2007 yilinda yayinlanmis 28 popiilasyon ¢aligmasinin meta analiz sonuglarina
gore kilolu kadinlar (25-29.9 kg / m2 BMI) ve obez kadmlar (> 30 kg / m2 BMI), RR =
1.2 ve 1.3 normal kilolu kadmlarla (18.5 24.9 kg / m2 BMI) karsilastirildiginda over
kanseri acisindan Kilolu- obez kadinlarin artan bir risk tasidiklari bildirilmistir.
Sistematik bir ¢alisma sonucunda, vaka kontrol ¢aligmasi ile obezitenin endometriyum
ve over kanser riski artist ile iliskili oldugunu gostermistir [76].
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Bugiine kadar, 29 epidemiyolojik ¢alisma, 14 prospektif kohort ¢alismasi dahil
olmak tizere iki yiiksek kohort ¢aligmasinin meta analizi sonucu, popiilasyon temelli ve
vaka tabanli kontrol ¢aligmasi, fiziksel aktivite ile over kanser riski arasindaki iligkiyi
aragtirmustir [77-105]. Sonuglar tam olarak net olmamakla birlikte, fiziksel aktivite
agisindan aktif kadinlarin, hareketsiz olanlara kiyasla yaklagik %20 daha diisiik oranda
over kanser riski tagidiklar: bildirilmistir. (toplanmig goreceli risk = 0.81,% 95 CI: 0.72-
0.92) [98].

Jinekolojik enflamatuar hastaliklar ve endometriozis ile iliskili artan over kanser
riski, inflamasyonun over karsinogenezinde 6nemini gostermektedir. Baz1 hayvan ve in
vitro ¢alismalarda, aspirinin over kanserinin progresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir
[106, 107]. Baz1 prospektif ve vaka kontrol ¢aligmalarinda ise , aspirin ve steroid
icerikli olmayan antienflamatuar ilaglar ile over kanser insidansi arasinda bir iliski
oldugu bildirilmigtir [108-111]. Yapilan bir ¢aliymada 12 vaka ile bir analiz
gergeklestirilmis, aspirin kullamiminin, 6zellikle diisiik dozlu giinliik kullanimim (<100
mg) over kanser riskini (OR = 0.91,% 95 CI: 0.84-0.99) diisiirdiigii bildirilmistir. Bu
nedenle, kardiyovaskiiler ataklardan ve diger kanserlerden (6rnegin kolorektal kanser)
korunmak i¢in 6ngoriilen aspirin dozajinin over kanser riskini % 20 ila %34 oraninda
azalttig1 belirtilmistir [110].

2.4. Over Karsinomu Gelisimine Genetik Bakis

Son on yilda, over kanseri tiimorgenezini anlamamiza iliskin énemli ¢alismalar
kaydedilmistir. Shih ve Kurman, over kanseri farkli histolojik alt tiirlerinde genetik
degisimleri smiflandirmig ve over kanserine yol acan iki ana molekiiler yolu
kavramsallastirmistir. Birinci kategori (tip I kanserler; Sekil 2-2, C — F ve M) diisiik
dereceli serdz papiller, endometrioid ve diisiik malignite potansiyeli olan miisindz
borderline over tiimériiniinde olusmaktadir. Ikinci Kategori ise yiiksek dereceli seréz
karsinomlardir (tip II kanserler; Sekil 2-2, G-J) [37,38].

Genel olarak, tip | kanser kategorisi, geng yasta tan1 konulmas: ile karakterize edilir ve
ortalama 82 aylik siire boyunca devam eden bir hastalik seyri ile karakterizedir [112].
Menopoz sonras1 kadinlarda siklikla tip 1l kanser goriilmektedir. Kemoterapiye
genellikle hassastirlar fakat yalnizca 30 aylik bir ortalama sagkalim gosterirler. lyi
diferansiye (Sekil 2-2, E ve F) serdz neoplazmlardaki (tip I tiimdrler) genetik
degisikliklerin birikimi, benign epitelyumu diisiik dereceli bir malign tiimore
doniigtiirme yetisine sahiptir (Sekil 2-2, A-F). Tip I tiimorler tipik olarak BRAF, KRAS,
ERBB2, mikrosatellit instabilitesi olmak tizere farkli genetik degisikliklere sahiptirler
ve ilk olarak kolon kanseri igin tarif edilen ve kolon kanserinde daha siklikla gériilen
genetik degisimleri gosterirler [113]. KRAS mutasyonlar1 miisinéz karsinomlarda ¢ok
stk gorilir. Klinik olarak, hem berrak hiicre, hem de endometrioid over karsinomlari
yaygin bir goriintiiye sahiptir ki ¢ogu hastalarda nadiren metastaz yapmis ve erken
evrelerde over timér kitlesine doniismislerdir [114]. Endometrioid over karsinomlu
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hastalardan alinan kanser dokusunda g¢aligilan ve elde edilen mutasyon verileri, fare
modeli  kullanilan deneylerle dogrulanmistir. Calismada onkojenik KRAS'!n
ekspresyonu veya PTEN delesyonu, fare overinde endometriyoza yol acmustir. ki
mutasyon, farede genellikle endometrioid ortaya g¢ikaran metastatik over karsinomu
gelistirmektedir [115, 116]. Yiksek dereceli ser6z tiimorlerde genetik degisiklikler
arasinda, BRCA 1 ve 2 mutasyonlar1 ve AKT2 serin / treonin kinaz ve fosfatidilinositol
3-kinaz genlerinin (% 40) amplifikasyonu yer alir [117, 118]. Fosfatidilinositol 3-kinaz,
berrak hiicreli over karsinomlarinin iigte birinde mutasyona ugramasmna karsin, bu
vakalarda higbirinde amplifikasyon saptanmamistir. AKT / fosfatidilinositol 3-kinaz
yolagi tip II over kanserlerinin iyi diferansiye olmasii sagladigindan, cesitli
fosfatidilinositol 3-kinaz inhibitorleri gelistirilmektedir [119].

2.5. Herediter Over Kanseri

Epitelyal over karsinomunun en yaygin alt tipi olan yliksek dereceli serdz
karsinomun (HGSC), diisik dereceli ser6z karsinomdan (LGSC) farkli bir hastalik
oldugu bilinmektedir. HGSC genellikle ileri yasta ortaya ¢ikar ve kemoterapiye iyi yanit
vermektedir, ancak LGSC'den daha kotii bir genel prognoza sahiptir.

Aksine, LGSC geng yaslarda ortaya ¢ikar ve kemoterapiye iyi yanit vermez, ama daha
iyi bir prognoza sahiptir [112, 120-122]. Endometrioid adenokarsinom (EC) ve berrak
hiicre karsinomu (CCC) tipik olarak evre I / II hastalik olarak ortaya ¢ikar ve siklikla
pelvik endometriozis ile iliskilidir. Ovaryumun miisinéz karsinomu (MUC) ise,
metastaz ile iligkili bir hastaliktir ve invazyonun tipine bagli olarak prognozu
degiskenlik gostermektedir [123-125]. HGSC tanili gen¢ kadinlarda BRCA1 veya
BRCA2 mutasyonlari veya Lynch sendromu gibi kalitsal sendromlar dikkate alinmalidur.
Over kanserlerinin ¢ogunlugu sporadiktir ve aile oykiisii en giiclii risk faktorlerinden
biridir. Genel olarak, over kanserlerinin yaklagik %10u kalitsaldir; bu kalitsal
tiimorlerin %90'1 BRCA mutasyonlari ile iliskilidir ve geri kalan1 herediter nonpolipozis
kolorektal kanser (HNPCC) sendromuna baghdir [126]. Meta-analizler, BRCA1
mutasyonu olan hastalarda, over kanseri gelistirmede kiimiilatif riskinin daha yiiksek
oldugunu gostermistir. Antoniou ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir meta-analiz ile;
BRCAL mutasyonlu hastalarda over kanseri i¢in kiimiilatif riskin 70 yasmna kadar %39,
BRCA2 mutasyonu olan hastalarda ise riskin ortalama %11 oldugu bildirilmistir [127].
Chen ve ark. ise yapilan 10 ¢alismay1 gbzden gegirerek BRCAL mutasyon tasiyicilarinda
kiimiilatif riskin 70 yasina kadar ortalama %40, BRCA2 mutasyon tasiyicilari igin ise
oratalama %70 oldugunu bildirdiler [128]. Calismalar sonucunda, germline BRCA1
mutasyon tagiyicilarinin, sporadik over kanseri vakalariyla kargilastirildiginda germline
BRCAL1 mutasyonu tastyicilarinin over kanserinin insidansmimn yiiksek oldugu, klinik
Ozellikleri ve tedaviye verdigi cevaplarin farkli oldugu gosterilmistir [129-132]. Kalitsal
BRCA ile iligkili over kanserlerinin ancak hastaligin daha ileri bir agamasinda tanisinin
konuldugu, fakat sporadik kanserli hastalara kiyasla platin bazli kemoterapiye daha iyi
yanit verdigi ve hastaliksiz sagkalimin daha uzun siire oldugu gosterilmistir [131, 132].
Reitsma ve ark. 55 BRCA1 mutasyonu tasiyicisi ve 16 BRCA2 mutasyonu tasiyicisi
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olgusu ile yaptiklar1 ¢alismada, BRCA2 mutasyonlari olan hastalarm, ilk relaps ve
sagkalim siirelerinin daha uzun olduklarini gostermislerdir [133].

2.6. mikro RNA (miRNA)

mikroRNA (miRNA), ilk olarak 1993'te, iki bagimsiz ¢alismanin Caenorbabditis
Elegans’ta lin-4'lin protein kodlamayan RNA’sinda (NncRNA) kesfedilmistir [134].
Yedi yil sonra, Reinhart ve ark. (2000), baska bir Caenorbabditis Elegans'ta, let-7'nin de
kiigiik bir ncRNA tarafindan temsil edildigini ve lin-4 RNA’s1 ile birlikte bir RNA-
RNA etkilesimini gostermiglerdir [135]. miRNA'lar tiim bitki ve hayvan tiirlerinde
kesfedilmistir [136]. Hayvansal miRNA'lar filogenetik olarak korunduklar1 (C. elegans
miRNA'larin ~% 55'1 insanlarda homologlardir) ve memeli miRNA genlerinin ¢oklu
izoformlara (paralog) sahip oldugu bildirilmistir. Ornegin, insan let-7 geninin 11
genomik lokusta dagitilan 8 farkli izoformu bulunmaktadir (Sekil 2-3). miRNA
genlerinin %50'sinden fazlas1 kiimelenir ve normalde multisistronik RNA transkriptleri
olarak bulunurlar. miRNA'larin bir bolimii ise, baska bir genin iginde bulunduklar1 ve
ayn1 transkripsiyonel oryantasyona sahip olduklar1 igin intragenik olarak kabul edilirler
(Sekil 2-3). Konak¢t gen bir kodlayict veya kodlamayan gen olabilir, intergenik
miRNA'larin  ~%401 kodlayict olmayan transkriptlerin intronik bdolgelerinde
bulunurken, %10'u ekzonik bolgelere yerlestirilir. Kodlama transkriptlerinde bulunan
miRNA'lar genellikle intronlarda bulunur. miRNA genleri, RNA polimeraz Il (Pol II)
ile kopyalanir ve 5’sapka yapist ve 3’ poli (A) kuyrugu mMRNA’y1 degredasyondan
korur [137, 138]. Bununla birlikte, Alu tekrarlar1 ile iliskili kiigiik bir miRNA grubunun
Pol III tarafindan kopyalandig bildirilmistir [139].

miRNA'lar, endojen sag tokas1 bi¢imli transkriptlerden iiretilen, 19-24 niikleotid
uzunlugundaki tek iplikli ncRNA'lar olarak tanimlanir [140]. Baz ifadesi, genellikle
3'UTR'de hedef mRNA'lar iizerinde parsiyel komplementer bolgelere gen ifadesini
negatif olarak diizenler. Bir miRNA'nin hedef mRNA'ya baglanmasi tipik olarak
translasyonel represyona ve ekzoniikleolitik mRNA bozunmasma yol agar, ancak
yiiksek derecede tamamlayici hedefler endoniikleolitik olarak yarilanabilir. Insanda
protein kodlayan genlerin %60'imdan fazlasinm, 3 ' UTR i¢inde miRNA baglama
bolgelerini igerdigi tahmin edilmektedir. Bu nedenle miRNA'lar hayvanlarda en fazla
bulunan gen diizenleyici molekiilleri olustururlar. miRNA'larin gen ekspresyonu yiiksek
etkisi goz Oniine alindiginda, kanser gibi hastalik fenotiplerinde benzersiz bir rol
oynadiklar1 belirlenmistir [141].
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Sekil 2-3: miRNA'larin genomdaki konumlar ve biyogenezi [142].
A: Intragenik miRNA’lar genlerin kodlanmasi
B: Translasyon baskilama veya miRNA yikimi

miRNA'lar, ¢cekirdekten baglayan ve sitoplazmaya kadar devam eden ii¢ ana olay
sonrasinda iretilen RNA’lardir [143-146]. miRNA genleri, RNA polimeraz Il ile
miRNA'nin (pri-miRNA'lar) primer baslig1 ve poliadenile prekiirsorlerinde transkribe
edilir [137]. Olgun miRNA, niikleer Drosha / DGCRS8 heterodimeri tarafindan
"kirpilmis" olup, pri-miRNA'lara donistirilir ve 60-100 bp bir hairpin yapilip pre-
miRNA'y1 serbest birakir [147]. DGCRS, RNase III enzimi Droshamin katalitik
bolgelerini tantyan pri-miRNA hairpinin bir ~10 bp proksimal sapini taniyan bir dsSRNA
baglayici proteindir [148]. Pre-miRNA'lar, ~ 22 nt miRNA duplekslerini serbest birakan
RNAse III Dicer tarafindan sitoplazmada birakilir [149, 150]. Dicer iki farkli protein
olan protein TRBP ve PACT ile etkilesir [151, 152]. miRNA'lar hedef mRNA'lar1
diizenleme ve onlarm iglevlerinin gerceklesmesi igin gereklidir [153].
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2.7. Kanser ve mikroRNA’lar

MiRNA'larin kanser hiicrelerinde fonksiyonel degisikliklere neden olarak birgok
kanserde 6nemli roller oynadig belirlenmistir. Croce ve arkadaslar: tarafindan yapilan
bir ¢caliymada, miR-15a / 16-1 kiimesinin, KLL’de sik¢a delesyona ugradig: bildirilmis
ve bu durum bu miRNA'larin timor baskilayict rolleri oldugunu gostermistir [154].

2.7.1. “miRNome”

Analiz edilen tiimorler ile malign durumlar: karakterize eden ve tiimorlerin bazi
klinikopatolojik Ozelliklerini (derece, evre, cinsiyet, yas, tiimor agresifligi, vaskiiler
invazyon, proliferasyon indeksi, vb.) tanimlayan belirli bir miRNA grubu “miRNome”
olarak rapor edilmistir [154]. Tiimo6r dokularindan analiz edilen miRNA profilleri,
malign dokularin geligimsel kokenleri igin bilgiler sunar ayrica MIRNA
ekspresyonundaki farkhiliklar transformasyon mekanizmalarim yansitir. Ornek olarak,
epitelyal tiimorler, hematopoetik malignitelerden farkli bir miRNA ekspresyonuna
sahiptirler; miRNA profilleri ayrica ALL 6rneklerini ii¢ ana gruba ayirabilir: biri t(9;
22) BCR / ABL- ve t(12; 21) TEL / AML1-pozitif 6rneklerini igeren; T hiicresi tiim
orneklerini igeren ikinci bir grup; ve ALL gen yeniden diizenlemesini igeren ti¢lincii bir
gruptur [155].

2.7.2. Kanser Belirtecleri olarak miRNA’larin 6zellikleri

miRNA'larin, malign hiicrelerde 6 ayirt edici 6zelligi;

1) bityiime sinyallerinde kendi kendine yeterlilik (let-7 ailesi),

2) anti-bliyiime sinyallerine kars1 duyarsizlik (miR-17-92cluster),
3) apoptoz (MiR-34a),

4) Smursiz replikatif potansiyel (miR-372/373),

5) anjiyogenez (miR 210),

6) invazyon ve metastazlar (miR-10b) [156].

2.7.3. Dolasimdaki miRNAlar

MIRNA’larin serum, plazma, tiikiiriik, idrar ve amniyotik sivi da dahil olmak
tizere birgok viicut sivisinda bulundugu bildirilmistir [157]. Serumdaki miRNA'lar,
hematolojik malignitelerin ve solid timoérlerin varhig: ile iliskilidir ve konvansiyonel
yontemlerle dnceden teshis edilen kanser tiirlerinin erken teshisi i¢in degerli olduklar1
bildirilmistir [158]. miRNA'larin lipoprotein kompleksleri eksozom olarak bilinen
kiigiik zarli vesikiil olarak salgilanir. Non-vesikiiler miRNA'larin ¢ogunun, fonksiyonel
miRNA-kaynakl: komplekslerden olusan Ago2 riboniikleoprotein olarak plazmada
mevcut oldugu bildirilmistir [159]. Vesikiiler miRNA'lar fraksiyonunun yakin zamanda,
prometastatik inflamatuar sitokinlerin iiretimini stimiile etmek ve pro-tiimér inflamatuar
stireglerini  indiiklemek i¢in Toll-benzeri reseptorler ile etkilestigi bildirilmigtir.
Dolasimdaki miRNA'larm, transkripsiyon sonrasi gen regiilasyonunda reseptor
aktivasyonunu aktive eden sinyal gorevi de vardir [160].
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2.8. Genetik Anormallikler ve miRNA'lar

Kromozomal yeniden diizenlemeler, genomik amplifikasyonlar, delesyonlar
veya mutasyonlar, kodlanan bolgeleri etkiledikleri gibi miRNA genlerini de
degistirirler. 2004'te Calin ve arkadaslari, miRNA'larin yarisindan fazlasinin, siklikla
kanserde hotspot bolgelerde bulundugunu tespit etmislerdir [161]. Kanserde genetik
degisikligin net bir 6rnegi, KLL hastaliginda 13914.3 delesyon bolgesinde miR-15a /
16-1 yer almasidir [154]. miR-15a / 16-1 lokusu mutasyonlardan da etkilenir: analiz
edilen KLL hastalarinin %15'inde, miR-15a / 16-1 ekspreyon profillerinde onciil
hiicrelerde germline bir mutasyon mevcuttur. Yeni Zelanda'da yiiriitilen hayvan
deneylerinde KLL gelistiren farelerde her iki miRNA'nin mutasyon bolesinde oldugu
gosterilmistir [162, 163]. Kanserde miRNA ekspresyon seviyelerinden baska bir genom
mekanizmas1, Dicer veya Drosha’dir. Ornegin, over kanseri olan hastalarm %39'unda
Dicer ve Drosha enzimlerinin seviyelerinde sirasiyla %60 ve %51'lik bir azalma tespit
edilmistir [164]. Dicer geni siklikla kanserde tek kopya olarak silinir ve bu nedenle
tumor stipressor role sahiptir [165, 166].

2.9. Epigenetik ve miRNA'lar

Epigenetik modifikasyonlar, kanserde miRNA ekspresyonunun degismesi ile
ilgili baska bir mekanizmay1 temsil eder [167, 168]. Literatiirdeki ¢aligmalar, timor
stipressor  ozellik gosteren  mMiIRNA’larin metilasyonunda bir artis  oldugunu
gostermektedir. Ayrica DNA metilasyonu ve histon asetilasyon inhibitorleri
tedavisinden sonra, indiikklenen miR-127 aktivasyon durumu s6z konusudur. miR-
127'nin aktivasyonu, prostat ve mesane timorlerinin %75'inde epigenetik olarak
baskilanir ve proto-onkogen BCL6'nin ekspresyonunu inhibe eder, bu da miR-127'nin
bir timor silipresér oldugunu gosterir [169]. Aymi sekilde, kolon kanserinde miR-
124a'nin  hipermetilasyonu ve onkogen CDK6 kinazin asir1 ekspresyonuna neden
olmaktadir [170]. miRNA'lar epigenetik kontrolden sorumlu oldugu bilinen ana
enzimleri hedefleyerek, tiim genomun epigenetik formunu degistirebilirler [171]. miR-
101 gen lokusun delesyonu, klinik olarak prostat kanseri hiicrelerinin %37.5'inde ve
metastatik prostat hiicrelerinin ise %66.7'sinde somatik olarak tanimlanmistir. Mutasyon
veya delesyona bagli genetik inaktivasyon ile miRNA genlerinin epigenetik degisimleri,
kanserdeki mikroRNA diizensizliklerini ve farkliliklarini agiklamaktadir [172].

2.10. miRNA'larin Transkripsiyon Kontrolii

mMiRNA'larin ¢ogunlugu, RNA polimeraz II tarafindan kopyalanir ve bu siirecte
¢ok sayida Pol II ile iligkili faktorler yer alir, bu da hiicrelerde miRNA genlerinin
transkripsiyonunun regiilasyonuna izin verir [137]. miRNA genlerinin kanserle ilgili
transkripsiyonal regiilasyonunun ilk érneklerinden biri, MYC onkogeni aracili miR-17-
92’nin transkripsiyonel aktivasyonudur [173]. miR-17-92 ve miR-106a / 363 ailesi,
meme kanseri hiicrelerinde ostrojen tedavisinden sonra upregiile olmaktadir [174].
TP53 mutasyonuyla fonksiyon kaybi, kanserde en sik goriilen genetik anormalliklerden
biridir: over kanserinde hem sporadik hem de ailesel vakalarm %60-80'inde bu genin
mutasyonlarina rastlanir [175]. TP53 kaybina bagli olarak, miR-34a ekspresyonu,
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epitelyal over kanserinde %72 oraninda azalir. miR-34a genindeki metilasyon over
tiimor dokularinin %27 ve %39'unda meydana gelir [176].

2.11. Kanserde miRNA’lari Fonksiyonu

Kanser patogenezinde yer alan birgok diizenleyici faktor arasinda miRNA'lar
6nemli bir rol oynar. Birgok miRNA'nin bugiine kadar, kanserlerin ¢ogunda onkogen
veya timor siipressor miR'ler olarak islev gordiigii gosterilmistir. Kanser dokularindaki
miRNA’lar normal dokulara gore farkliliklar gosterirler. Bu nedenle, tiimdr ve miRNA
arasindaki fonksiyonel baglantilarin deneysel olarak tanimlanmasi gerekir. Insan kanser
hiicreleri veya hayvan modelleri kullanilarak kanserde miRNA'larin roliiniin arastirildigi
kapsaml1 analizler yapilmistir. Ornek olarak miR-155 veya miR-21'in transgenik ifadesi
ve miR-15a/ 16-1'in delesyonu farelerde invasyon ve metastazi baglatmak igin yeterlidir
[177-179]. Buna karsilik, let-7, miR-26a, miR-34a ve miR-143/145 miRNA'larin
timor ilerlemesini inhibe ettikleri bulunmustur [179-181].

2.11.1. Tiimor Siipressor Niteligi Tasiyan miRNA’lar

2.11.1.1. miR-15/16 Kiimesi

miRNA'lar ve kanser arasindaki baglantinin kuruldugu ilk miRNA’lar; miR-15
ve miR-16 dir [154]. Bunlarin KLL'deki ekspresyon kaybmm, BCL2 ifadesiyle ters
orantili oldugu gosterilmistir [182]. Prostat kanseri ve multipl miyelomda miR-15a ve
mMiR-16-1 kayb1 da gozlenmistir [183, 184]. Musumeci ve ark. analiz edilen hastalarin
¢ogunda prostat timorlerini gevreleyen stromal fibroblastlarda miR-15 ve miR-16nin
azaldig1 gosterilmistir [185]. Pouliot ve ark. miR-15/16'nn, sisplatin-direncli hiicrelerde
yaygin olarak asir1 eksprese edilen iki kinaz olan Weel ve CHK1'in ekspresyonunu
kontrol ederek sisplatine direngli hiicreleri stabilize ettikleri gozlemlenmistir. miR-
15a/16-1 genlerinin BCL2'nin ve diger onkogenlerin dogal antisens interaktorleri
oldugunu ve tiimorlerde terapdtik uygulamada timor biliylimesini baskilamak igin
kullanilabilecegini gostermiglerdir [186].

2.11.1.2. Let-7 Paraloglar:

let-7 ailesi tarafindan kodlanan miRNA'larin, akciger, meme, irotelyal ve
servikal kanserlerle iliskili oldugu saptanmistir. Bu miRNA’nin fragile boélgelerde
bulunmasi timor siipressér oldugunu gostermektedir [161]. let-7a'nin  promoter
aktivitesinin, akciger kanserinde onkogenik 6zelliklere sahip bir transkripsiyon faktorii
olan CEBP-a tarafindan A549 hiicrelerinde downregiile edildigi gosterilmistir [187]. Hu
ve Ark. lenf nodu metastazi olmayan meme kanseri hastalari ile lenf nodu metastazi
olanlar1 karsilastirdiginda let-7 ailesinin,i¢ tiyesi olan let-7a, let-7b ve let-7g’in
ekspresyon diizeylerinin azaldigim gostermistir [188].
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2.11.2. Onkogen Niteligi Tastyan miRNA’lar

2.11.2.1. miR-155

NncRNA BIC (B-hiicre entegrasyon kiimesi) tarafindan kodlanan miR-155’in,
bugiine kadar belirlenen solid ve hematopoetik malignitelerin ¢ogunlugunda onko-miR
olarak iglev gosterdigi bulunmustur. BIC/miR-155'n yiiksek ifadesi Hodgkin
Lenfomada Reed-Sternberg hiicrelerinde ve varyant nodiiler lenfosit baskin Hodgkin
Lenfomasimin lenfositik ve histiyositik hiicrelerinde gozlenmistir [189, 190]. O’Connell
ve Ark. akut miyeloid 16semili hastalarin kemik iliginde artmis miR-155 ekspresyonu
oldugunu bulmuslardir [191]. Graniilosit / monosit proliferasyonu ile iligkili bakteriyel
lipopolisakkarit enjeksiyonu sonrasi, fare kemik iliginin aktiflesmesinde miR-155'in
indiiksiyonunun etkili oldugu gosterilmsitir. miR-155, myeloid hiperplazi ve Bachl,
Sla, Cutll, Csflr, Jarid2, Cebpf, PU.1, Arntl, Hifla ve Palm gibi hematopoezlerde
rolleri olan genler ile etkilesmektedir. miR-155 geninin, meme kanseri, kolon kanseri,
servikal kanser, PDAC, tiroid karsinomu ve akciger kanseri gibi bazi solid tiimorlerde
agir1 eksprese oldugu bulunmustur ve prognozun bir belirteci oldugu diisiiniilmektedir
[192-197].

2.11.2.2. miR-17/92 Kiimesi ve Paraloglar:

miR-17-92, birka¢ lenfoma tiiriinde siklikla gogaltilan bir bolge olan insan
kromozomu 13q31 tizerindeki C13 or 25 lokusunun intronunun ~ 1 kb'si iginde bulunur
[198, 199]. miR-17-92’nin, kii¢iik hiicreli akciger kanseri, kolon kanseri, mide kanseri,
néroblastom, medulloblastom, ve osteosarkomda asirt eksprese edildigi gosterilmistir
[200, 201]. Insan mide timérlerinin bir grubunda miR-106b-25 upregiile edildigi ve
bunun, konak¢t Mcm?7 geni ile paralel olarak, E2F1°i aktive ettigi gosterilmistir [201].

2.11.2.3. miR-222/221 Kiimesi

miR-222/221, kanserlesmede rol oynayan miRNA'lardan biridir. miR-222 /
221'in ekspresyonu, hepatokarsinom, Ostrojen reseptorii negatif meme kanseri, tiroid
kanseri ve melanoma da kanser hiicreleri tarafindan asir1 diizeyde anlatim yaptigi
gosterilmigtir [202-205]. Stinson ve ark. miR-221 ve miR-222'nin ekspresyonunun
epitelyal hiicrelerde arrigini ve mezenkimal hiicrelerde ise azalttigini bildirmislerdir
[206]. Stinson ve Ark. Transkripsiyon faktorii FOSLI1'in, bir Zeb2 inhibit6rii olan
TRPSL1'i hedef alarak, meme kanserinin agresif klinik davranigma katkida bulunan E-
kadherin aktivitesini azaltan miR-221 / 222'nin transkripsiyonunu dogrudan uyardigini
gostermistir [206-208]. Stinson ve Ark. MET ve EGF reseptorler tarafindan kontrol
edilen miR-221 / 222'nin, NSCLC'deki TKI direncinde 6nemli bir rol oynadigimni
bildirmiglerdir [208].

2.11.2.4. miR1260a Kiimesi

miR-1260a ve miR-1274a, swrasiyla 14g24.3 ve 5p13.1 kromozomlarinin ekzon 1
bolgesinde yer alirlar. Bu miR'lerin meme kanseri, malign melanoma, hepatoseliiler
karsinom, kolorektal karsinom, Ozofageal skuamoéz hiicreli karsinom, bobrek
karsinomu, over kanseri ve mide kanserinde up-regiile oldugu tespit edilmistir [209-
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216]. Ayrica, miR-1260a ve-1274a'min ekspresyon seviyeleri, serum ve FFPE
dokularinda prostat kanseri ve prostatik hiicre dizilerinde bildirilmistir [217-219].
Meme Kanserinde miR-1274a, metastatik meme kanserinde PFS ve OS ile iliskilidir ve
prognostik miR paneli PROMPT olarak isimlendirilmistir [209]. miR-1274a'nin
ekspresyonu, Paklitaksel ve Sorafenib kullanilarak yapilan kemoterapide
indiiklenmektedir [211]. Sorafenib tedavisine yanit olarak asir1 ekspresyon, proteaz
proteini ADAMY roliiniin baskilanmasina antitimér immiinitesini arttirmaktadir. miR-
1260a ile ilgili olarak, Benign Prostat Hiperpilazisi (BPH) kontrollere kiyasla Prostat
Kanseri (PC) hastalarinda upregiile oldugunu géstermislerdir [219]. miR-1260a,
Danimarka popiilasyonunda FFPE’de PCmin simiflandirilmasinda diyagnostik marker
olarak kabul 13 miR’den biridir [217].

Tablo 2-1: Prostat Kanser sinyal ileti yolaklarinda miR-1260a'nin valide ve tahmin edilen

hedefleri
Veritabam Hedef Hedef Group Pubmed_id Tip Yolak
sembolii veya Puam
miRTarBase | E2F3 ENSG00000112242 | 20371350 Onaylanmig | Hiicre
Dongiisii
miRTarBase | TFDP2 ENSG00000114126 | 19536157 Onaylanmig | Apoptoz
PIBK_AKT
Hedef YWHAZ | ENSG00000164924 | —0.395 Tahmin Apoptoz Hiicre
Tarama Edilmis Dongtisti
Hedef CDK2 ENSG00000123374 | —0.223 Tahmin PIBK_AKT
Tarama Edilmis P53
Hedef CCNA2 ENSG00000145386 | —0.434 Tahmin Hiicre
Tarama Edilmis Dongiisti
Hedef ANAPC11 [ ENSG00000141552 | —0.366 Tahmin Hiicre
Tarama Edilmis Dongiisii
Hedef ORC4 ENSGO00000115947 | —0.23 - Hiicre
Tahmin I
Tarama Edilmis Doéngiisti
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2.11.2.5. miR1260b Kiimesi

miRNA'lar, hiicre boliinmesi, hormon salgilanmasi, kanser gelisimi ve metastazi gibi
birgok biyolojik aktiviteye katilabilirler [220]. insanda 1000'den fazla miRNA
tanimlanmistir ve miRNA genlerinin %50'sinden fazlasi, timorle iligkili kromozomlarin
hotspot bolgelerinde bulunur [221, 222]. Normal dokularla karsilastirildiginda, timor
dokularindaki miRNA ekspresyonu genellikle upregiile veya downregiile olurlar [223,
224]. Literatiirler gozden geg¢irildiginde, miR-1260b'nin bir¢ok tiimoérde anormal sekilde
eksprese edildigi belirlendi. miR-1260b'nin insan dendritik hiicrelerinde anormal ve
yiiksek derecede cksprese edildigi gosterildi; bu, dendritik hiicrelerin immiin
reaksiyonda onemli bir rol oynayabilecegi gosterildi [225]. Genistein’in, anti-timor
etkisini, prostat kanser hiicrelerinde SRRP1 ve Smad4 genlerini hedef alan miR-
1260b'nin downregiile oldugu bildirilmistir [226]. MiR-1260b ekspresyon diizeyinin
CRC Karsinomlarda arttigi ve miR-1260b ekspresyonunun da pozitif lenf nodlarina
sahip CRC dokularinda upregiile oldugu gosterildi. Yiiksek miR-1260b ekspresyonunun
lenf nodu metastaz1 ve vendz invazyon ile iliskili oldugu gosterilmistir; bu, miR-
1260b'nin CRC'nin erken evre metastazim destekledigi anlamma gelmektedir. miR-
1260b'nin  yiiksek ekspresyonu, CRC'li hastalarda koti prognoz oldugunu
gostermektedir. MiR-1260b'min, CRC nin prognozu i¢in 6nemli bir molekiiler belirteg
olabilecegi ileri siirtilmektedir [227].

2.12. miRNA’lar ve Tedavi

MiRNA'larin terapotik uygulamasi iki stratejiyi igerir: ilki, anti-miR'ler,
niikleik asitler veya antagomiR'ler gibi miRNA antagonistlerini kullanarak onkogenik
miRNA'lar1 inhibe etmeyi amaglar [228]. miRNA antagonistleri, yaklagik 21-23
niikleotitli tek iplikli RN'A molekiilleri olup, miRNA'larla tamamlayici baz eslestirmesi
yoluyla etki ederler. Hastalikla iliskili miRNA'larin etkili farmakolojik inhibisyonu
saglamasi i¢in miRNA antagonistleri, baglanma afinitesini arttirmak, niikleaz direng
gelistirmek ve hiicre tarafindan alinmasinm kolaylastirmak igin kimyasal
modifikasyonlarin yapilmasi gereklidir. Niikleaz direncini arttirmak i¢in, ¢ogu antimiR,
plazma proteini baglanmasmi destekleyen fosforotiyoat ( [phosphorotihoate-
PS(Fosfodiester baginda oksijen atomu siilfiir atomu ile degistirilerek elde edilen
molekiillerdir)] omurga baglantilarin1 barindirir, boylece antimiR'lerin in vivo doku
dagitimini kolaylagtiran glomeriiler filtrasyon ve idrar atilimi yoluyla temizligini azaltir.
“AntigomiRs” olarak adlandirilan 2'Ometil (2'OMe) baglantisiyla konjiige edilmis
kolesterol iceren antimiR'ler, olgun miRNA dizisine tamamen tamamlayicidir ve
stabiliteyi arttirmak i¢in birkag fosforotiyoat grubu igerir [229]. LNA modifiye, anti-
miR122'nin insan olmayan primatlarda etkili oldugu gosterilmistir. Karaciger
hiicrelerinde hepatit C viriisii, RNA akiimiilasyon i¢in karaciger ekspresyonu
yapilanlarda mikroRNA-122 esansiyeldir [230]. kinci strateji, miRNA replasmani, bir
fonksiyon kaybi geri yiiklemek i¢in bir tiimér siipresor miRNA taklitinin yeniden
sokulmasini igerir [231]. miRNA taklitleri, anti-miR'lere kiyasla ek bir karmagiklik
diizeyini temsil eder. Tlk olarak, Grimm ve Ark. tarafindan agiklanan RISC satiirasyon
etkileri vardir [232]. Yeni mikroRNA'lar bir hiicreye sokuldugunda istenmeyen etkileri
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ortaya ¢ikarma potansiyeli vardir. Bu varsayimlar anlasilabilir olsa da, miRNA taklitleri
tarafindan indiiklenen toksisiteyi in vivo gosteren belirtegler hala bulunmamaktadir
[179, 233].
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3. GEREC VE YONTEM

Caligmanin etik kurul onayi Istanbul Tip fakiiltesi etik kurulu tarafindan 28.05.2018
tarih ve 01 sayili Etik Kurul karar ile alimmustir. Calismada, 2012 yilinda Istanbul Universitesi,
Onkoloji Enstitiisit Genetik Poliklinigi’ne genetik test icin bagvuran ve rutin testten sonra arta
kalan materyalinde arastirma yapilmasini kabul eden over kanser hastalari ve bu hasta grubu ile
yas cinsiyet, etnik koken olarak eslestirilmis ve ailesinde 3 kusakta kanser hikayesi olmadig:
teyit edilen kigilerden alinan periferik kan ornekleri kullanilmustir. Periferik kan 6rneklerinden
ayristirtlan lenfositlerden RNA izolasyonu iglemi yapildi. Caligmaya dahil edilen her olgudan
kan alma islemi bilgilendirilmis ve goniilli onam formu imzalatildiktan yapildi. Deneysel
calismalarin tiimii 1.U. Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji ABD, Kanser Genetigi Bilim Dali
Laboratuvarinda gergeklestirildi.

3.1. Kullamlan Cihazlar
Kullanilan cihazlar Tablo 3-1’de belirtilmistir.

Tablo 3-1: Kullanilan Cihazlar

-80 Derin Dondurucu [SANYO]

Azot Tanklar1 [MVY]

Yiiksek Hizl Sogutmal Santrifiij [HERAEUS]

Sogutmali Eppendorf Santrifiij [HERAEUS]

Santrifiijler Sogutmasiz [HETTICH, JOUAN]

Mikropipetler [GILSON]

Yatay Gel Elektroforez Tanklar: ve Jel Dokme Sistemleri [BRL]

Vorteks [FINEPZR]

Distile Su Cihaz1 [MILLIPORE]

Spektrofotometre NanoDrop 2000 [THERMO SCIENTIFIC]
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Etiivler (37°C ve 56°C) [NUVE]

Manyetik Karistiricr [N UVE]

MIC gPCR Cycler [Bio Molecular Systems]

Gel Dokiimantasyon Sistemi [BRL]

3.2. Kullamlan Kitler, Malzemeler ve Kimyasal Maddeler

Tez caligmasi sirasinda kullanilan Kitler, kimyasal maddeler ve malzemeler Tablo 3-

2’de belirtilmigtir.

Tablo 3-2: Kullanilan Kitler, Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Agaroz (Wisent MultiCell, Kanada)

Borik asit (Wisent MultiCell, Kanada)

Ethanol (Riedel De Haen, Almanya)

Etidyum Bromiir (Sigma, Almanya)

Biocoll Separating Solution (Ficoll) [BIOCHROM]

Bromfenol Mavisi (BFB) [SIGMA]

Etilen-diamin-tetraasetikasit (EDTA)

Lysis Buffer ve Buffer R.

Quick-RNA Miniprep Kit

RNA Lysis Buffer

PBS

RNA Prep Buffer

RNA Wash Buffer
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DNase/RNase-Free Water

Collection Tubes

3.3. Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

Tez caligmasi sirasinda kullanilan tampon ve ¢ozeltilere iliskin bilgiler Tablo 3-
3’de bildirilmisgtir.

Tablo 3-3: Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

v" 10X BFB Yiikleme Tamponu (2mL)

%1 SDS

5mg Bromfenol Mavisi

2mL Gliserol

v" 10X PBS Tampon Céozeltisi (1L)

80 g NaCl

2 gKCl

11,5 g Na,HPO,

2 g KH,PO,

v' 10X TEB (Tris-EDTA-Borik Asit) Tampon Cozeltisi (1L)

0.88 M Borik Asit

5M Tris

0.02 M EDTA (pH: 8.00)

v %1,5’lik Agaroz Hazirlanmasi

1,5 g Agaroz

100mL 0.5X TEB

SuL Etidyum Bromiir (10mg/mL)

v' 1X Lysis Buffer (100mL)

10 mL 10X Lysis Buffer (ABM)
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90 mL distile su

v' Buffer R.(100mL)

49 mL PBS

2mL FBS

50 uL EDTA

v Bilgisayar Programlari

IBM Support SPSS 21.0

3.4. YONTEMLER
3.4.1. Periferik Kandan Lenfosit izolasyonu

e EDTA’l tiipe alimus 6 mL kan 1/1 oraninda %0.9°luk NaCl ile sulandirildi.

e Diliie edilmis kan 6rnegi 2 mL Ficoll {izerine yavas yavas pipet yardimiyla eklendi.
2000 RPM’de 30 dk. siireyle santrifuj edildi.

e Ust fazinda serum, alt fazinda eritrosit ve diger beyaz kan hiicreleri bulunan tiipten
lenfositler pastor pipet yardimiyla temiz bir tiipte toplandi.

e 2000 RPM’de tekrar 10 dk. santrifuj edildi.

e Siipernatant dokiilerek pellet lizerine 4 mL PBS eklendi ve pipetlenerek pellet
¢ozilildi. Coziilmiis pellet 4 krio tiipe 1’er mL olacak sekilde dagitildi.

e Krio tiipler 2000 RPM’de 5 dk. santrifuj edildi.

e Siipernatant dokiildii. Pellet halindeki hiicreler -80°C’de 1 giin siireyle inkiibe
edildi.

e Daha sonra Kriyo tiiplerdeki hiicreler uzun siireli saklanmak iizere azot tankina
aktarildr.

3.4.2. Quick-RNA™ MiniPrep Protokolii:

RNA izolasyonu iglemi Quick-RNA™ MiniPrep kiti kullanilarak kit protokoliine uygun bir
sekilde yapildi. Kit icerisindeki RNA Lysis Buffer soliisyonu ile hiicre pelleti ¢oziildii. Toplama
tiipiiniin icerisindeki sar1 renkli spin-away filtre {izerine Lysis buffer ile ¢oziilmiis hiicreler
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yiiklendi. Daha sonra 12,000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Sari filtre DNA izolasyonu i¢in saklandu.
Santrifiij isleminden sonra biriktirme tiipii i¢erisinde kalan kisim topland: ve bu kisim ile RNA
izolasyon islemine devam edilidi. Biriktirme tiipii i¢erisine absolute etanol eklendi ve olusan
karisim yesil renkli Zymo-Spin(tm) IIICG Column] filtrenin {izerine aktarildi ve 12,000 g’de 1
dk santriftij edildi. Santrifiij islemini takiben biriktirme tiipiin i¢erisindeki supernatant atildi ve
yesil renkli filtre yeni biriktirme tiipine alindi. Santrifiij sonrasi biriktirme tiipii igerisinde
toplanan atik uzaklastirildi. Filte {izerine 400 pL RNA Wash Buffer eklenerek iki dakika
santrifiij edildi. 0.5 mL’lik tiipiin igerisine 5 pL. DNAsel ve 75 puL Digestion Buffer karistirildi.
Bu karisimin tamamu yesil filtrenin tizerine eklendi. 15 dk oda sicakliginda bekletildi. Daha
sonra filtrenin tizerine 400 L RNA prep Buffer eklendi. Sonra tekrar 12,000 g’de 1 dk santrifiij
edildi. Santrifiijden sonra biriktirme tiipiindeki supernatant atildi. Filtrenin iizerine 700 pL wash
Buffer eklendi. 12,000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Supernatant atildi. Filterinin {izerine 400 pL
wash Buffer eklendi. 12,000 g’de 2 dk santrifiij edildi. Santrfiijjden sonra yesil filtre 1,5 mL
ependorf tiipe aktarildi. Filtrenin tizerine 100 pL. DNAse/RNAse free water eklendi. 1-2 dakika
oda sicakliginda bekletildi. Sonra 12,000 g’de 1 dk santrifiij edilerek RNA ekstraksiyon islemi
tamamlandi. izole edilmis RNA daha sonra kullamlmak iizere aliqout edilerek -80°C’de
saklandi. Tiim deneysel basamaklarin akis diyagramu ayrintilari ile asagida verilmistir.

3.4.3. miRNA izolasyonu

e Ayrigtirilan lenfositlerden miRNA izolasyon islemi miRNA’ya 6zel olan miRNeasy
Mini Kit (QIAGEN) kullanilarak ve firmamn verdigi protokole gére gerceklestirildi.
Buna gore islemler asagidaki sira ile yapilds;

e Azot tankinda saklanan hiicreler buz i¢ine ¢ikarildi ve erimeleri beklenmeden tizerlerine
700 pL QIAzol soliisyonu eklendi.

e Vorteks yardimiyla karigtirilarak hiicrelerin pargalanmalar1 saglandi.
e Niikleoproteinlerin tamamen pargalanmasi i¢in 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

e Uzerlerine 140 pL kloroform eklenerek 15 saniye boyunca elde calkalanarak
karistirild.

e 2-3 dakika oda sicakliginda inkiibe edilen tiipler +40°C’de 12.000g’de, 15 dakika
santriflij edildi.

e Santrifij sonunda olusan iist faz pipet yardimiyla alinarak toplama tiipiine aktarildi.
Uzerine 525 pL %100 Etanol eklenerek vorteks yardimryla karistirildi.

e FElde edilen karisimdan 700 pL alarak, 2 mL’lik toplama tiipiine yerlestirilmis RNeasy
MinElute spin kolona aktarildi.

e Tipler oda sicakliginda 8000g’de 15 saniye boyunca santrifiij edildi.

e Spin kolonlara 700 pL. RWT tamponu eklenerek, 8000g’de 15 saniye santrifiij edilmek
suretiyle kolonlar yikandi.
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e Kolonlara iki kez iist iiste 500 pL RPE tamponu eklenerek santrifiij islemi tekrarlandi.

e 2 mL’lik temiz tiiplere yerlestirilen kolonlar maksimum hizda 1 dakika santrifiij
edilmek suretiyle kurutuldu.

e 1.5 mL’lik steril tiiplere yerlestirilen kolonlar, 50 uL saf su eklenerek 8000g’de 1
dakika santrifiij edilerek miRNA’larca zengin 200 nt’ten kisa RNA’lar toplandi.

e miRNA’larca zengin 200 nt’ten kisa RNA’lar cDNA sentezine kadar -80°C’de saklandi.
3.4.4. miRNA’larin Saflik ve Konstantrasyon Analizleri

Oncelikle miRNeasy Mini Kit (QIAGEN) kullamlarak izole edilen miRNA’larca
zengin 200 nt’ten kisa RNA’larin varhigi ve kalitesi %1,5 agaroz jelde 150V ‘da elektroforez
edilerek incelendi. Ardindan saflik ve konsantrasyon analizi i¢in miRNA’larin 1pL’si nanodrop
da 6l¢iildii. Nanodrop 6l¢tim sonucuna gore her bir hasta ve kontrol grubuna ait miRNA’larin
konsantrasyonlar1 200 ng/pL olacak sekilde sulandirildi. Boylece miRNA’lar cDNA sentez
reaksiyonu i¢in hazir hale getirildi.

3.4.5. ID3EAL miRNA gPCR Starter Kit Protokolii:
Bu protokol, cDNA sentez reaksiyonu total RNA kullanimi i¢in optimize edilmistir.

3.4.5.1. cDNA Sentezi

o RNA ¢oziildii.

o Tiip igerisine 5 uL. ID3EAL RT buffer ekliyoruz.
e Kalip RNA eklendi. (1 pL a kadar)

o 1 uL ID3EAL RT primer eklendi.

¢ Bu tiipti distile su ile 20 pL ye tamamland:.

o Tiip vortekslendi ve ardindan santrifiijlendi.

e 42°C de 30 dk ve 95°C de 5 dk PCR yapild1 ve cDNA elde edildi.

3.4.5.2. RT qPCR Reaksiyon

. Her bilesen ¢oziiliip ve vortekslendi.
. cDNA 1:10 oraminda distile su ile diliie edildi.
. Reaksiyon toplam 20 pL hacimde gergeklestirildi.

1. 200 pL ID3EAL gPCR master mix
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2. 60 pL nukleaz Su
40 pL ID3EAL gPCR essays
4. 5 pl sulandirilmig cDNA

w

. Hazirlanan 20 pL’lik reaksiyon tiipi MIC qPCR cihazina yiiklendi.

3.4.6. MIC gPCR Cycler:

Caligmamizda arastirmak f{izere belirledigimiz miR-1260a ve miR-1260b miRNA
ekspresyonlart MIC qPCR Cycler cihazinda belirlendi. Bu cihaz, diinyanin ilk Manyetik
Indiiksiyon Teknolojisini kullanan cihazi olarak bilinmektedir. MIC gPCR Cycler cihazinda
orneklerin 1sitilma ve sogutulma islemleri fan ile gii¢lendirilmis patentli bir tir manyetik
indiiksiyon teknolojisi kullanilarak gergeklestirilmektedir. Bu teknoloji sayesinde 35 dongiiliik
bir qPCR reaksiyonunun 25 dakikadan daha az zamanda tamamlanmasi ve hizli bir sekilde
sonuca ulasilmasi saglanmaktadir. MIC gqPCR cycler cihazinin, 2 veya 4 kanalli modelleri
mevcuttur. Her bir kanal bagimsiz hassas LED, fotodetektor ve filtre seti kullanarak birlikte
unparalelize bir deteksiyon gerceklestirirler. Cihazda sabit bir optik yol oldugu ve hareketli
parca bulunmadigindan optik hizalama veya kalibrasyona ihtiya¢ duyulmamaktadir. Daha da
onemlisi, herhangi bir referans boya veya crosstalk sebebi ile normalizasyon i¢in ekstra bir
boyanin kullanilmasina da gerek kalmamaktadir. Calismamizda gelismis bir teknolojiyi
kullanan bu cihaz ile artan ve azalan miRNA ekspresyon profilleri belirlenmistir.

3.4.7. Verilerin Degerlendirilmesinde Kullanilan Istatistiksel Yontemler

Hastalara ait klinik parametrelerle elde edilen miRNA-1260 ekspresyon diizeyleri ve
saglikli kontrollerde elde edilen miRNA-1260 ekspresyon diizeyleri arasindaki iliskilerin
istatistiksel anlamlilign SPSS.21 istatistik programi yardimu ile ¥ testleri (Yates, Fisher’s exact)
kullanilarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Over kanser tanis1 almig 150 hasta ve 100 saglikliya ait &rnekler kullanildi.
Yapilan kalite analizleri sonucunda 127 hasta ve 98 saglikli ile ¢alismaya devam edildi.
Over kanserli hasta grubunun yas ortalamasi 50+10 (25-84), kontrol grubunun yas
ortalamas1 48+11 (23-84) olarak saptandi.

4.1. Biyolojik Materyallerin Kalite Kontrol Ol¢iimleri

Calismada Nanodrop 2000 cihazi ile yapilan baz1 orneklere ait 6l¢tim degerleri Tablo 4-
1°de goriilmektedir.

Tablo 4-1: Biyolojik materyalin kalite kontrol 6l¢timleri

A260/A280 A260/A230
Numuneler* Absorbans oram Absorbans Oram1 | RNA Konsantrasyonu (ng/pL)
1 2,13 2,15 186,3
23 2,06 1,04 123,4
31 2,14 2,23 119,4
45 2,16 0,93 127,3
57 2,17 2,02 116,9
66 2,03 2,22 1171
74 2,16 2,15 123,4
87 2,16 2,00 105,8

*Sadece birka¢ numunenin RNA konsantrasyon degerleri belli hastalar igin ornek
olarak verilmistir.

4.2. miR1260 Ailesinin Ekspresyon Analiz Sonuclari

Mic qPCR ile elde edilen sonuglarin hedef gen ve referans (5SRNA) genlerinin
CT degerlerinin analizi yapilarak ACT ve AACT degerleri tiim 6rnekler i¢in hesaplandi.
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ACT = CT (Hedef Gen)- CT (Referans Gen).
AACT = ACT (Hedef Gen)- Y ACT(Referans Gen).

Bu degerler hesaplandiktan sonra 2*“" degeri de hesaplandi. AACt degeri 0
oldugundan ve 2° =1 esleniginden dolay1 referans degeri 1 olarak alindi.

Mic gPCR ile elde edilen miR-1260a ve miR-1260b ekspresyon erime egrileri
Sekil 4-1, Sekil 4-2, Sekil 4-3 ve Sekil 4-4°de goriilmektedir.

Fluoresence

Cycling Green 2B e w

25

20

o s 10.74 15 20 25 30 35 40 45
Cycle Number

Sekil 4-1: Mic gPCR ile Elde Edilen, Hasta Ve Kontrol Grubundaki Orneklere Ait miR-1260a
Ekspresyon Egrileri
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Fluoresence
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Sekil 4-2: Mic gPCR ile elde edilen, Hasta Ve Kontrol Grubundaki Orneklere Ait miR-1260a
Erime Egrileri
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Sekil 4-3: Mic gPCR ile elde edilen, Hasta Ve Kontrol Grubundaki Orneklere Ait miR-1260b
Ekspresyon Egrileri
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Melt Green BN

7 an o an as

Sekil 4-4: Mic gPCR ile elde edilen, Hasta Ve Kontrol Grubundaki Orneklere Ait miR-1260b
Erime Egrileri

Tiim over kanserli hastalara ait ekspresyon sonuglari birlikte degerlendirildiginde;
yalnizca over kanser tanisi almis hastalarda saglikli kontrol grubuna gére miR-1260a
ekspresyonunun 17.16 kat artmis oldugu saptanmistir. Over hasta grubu iginde bazi
hastalarin birden fazla primer kanser tanisi bulunmaktaydi. Hem over hem de meme
kanser tanis1 almis iki primeri olan hastalar ile saglikli kontrol grubunda saptanan miR-
1260a ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda hasta grubunda 16.1 kat artis oldugu
gozlenmistir. Hem over hem de endometriyum kanseri olmak iizere 2 farkli primer
kanser tanis1 almig hastalarda kontrol grubuna gére miR-1260a ekspresyonun 24.68 kat
arttig1 belirlenmistir. Over kanserine ilave olarak endometriyum ve meme diginda
herhangi bir ilave kanseri sekonder olarak bulunduran hastalarda ise miR-1260a
ekspresyonunun kontrol grubuna gore 40.08 kat arttigi goriilmustiir (Sekil 4-5).
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Sekil 4-5: miR-1260a Ekspresyonunun Total Hasta Ve Alt Gruplarinda Saglikli Kontrollere
Gore Oransal Farkliliklarinin Grafiksel Gosteriligi

Tim over kanserli hastalara ait miR-1260b ekspresyon sonuglari birlikte
degerlendirildiginde ise yalnizca over kanser tanist almig hastalarda kontrol grubuna
gore miR-1260b ekspresyonunun 32.68 kat arttig1 saptanmistir. Hem meme hem de over
kanseri olmak iizere 2 farkli primeri olan hastalar ile kontrol grubunda saptanan miR-
1260b ekspresyon diizeyleri karsilagtirildiginda ekpresyon diizeyinin hasta grubunda
kontrol grubuna gore 19.77 kat arttig1 gdzlenmistir. Hem over hem de endometriyum
kanser tanisit almis iki primer tiindrli hastalarin miR-1260b ekspresyon diizeyleri
kontrol grubu ile karsilastrmali olarak incelendiginde hasta grubunda miR-1260b
ekspresyon diizeyinin 16.23 kat arttig1 gosterilmistir. Over kanserine ilave olarak
endometriyum ve meme disinda herhangi bir ilave kanseri sekonder olarak bulunduran
hastalarda ise kontrol grubuna gére miR-1260b ekspresyonunun 43.21 kat arttigi
goriilmustiir (Sekil 4-6).
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Sekil 4-6: miR-1260b Ekspresyonunun Total Hasta Ve Alt Gruplarinda Saglikli Kontrollere
Gore Oransal Farkliliklarinin Grafiksel Gosteriligi

miR-1260a ve miR-1260b ekspresyon durumlar1 ¢alismaya dahil edilen tim over
kanserli hasta gruplar1 acisindan degerlendirildiginde; hastalarin %34,7(44/127)’sinde
miR-1260a’nin ekspresyonu azalmisken, %65,3(83/127)’linde artmistir. miR-1260b’nin
ekspresyonu  toplam 127  hastanin = %26,8(34/127)’inde azalmigken,
%73,2(93/127)’sinde artmistir (Tablo 4-2).

miR-1260a ve miR-1260b ekspresyon durumlarinin over kanseri ve over kanser
alt gruplarindaki dagilimi degerlendirildiginde; toplam 127 over kanser tanili hastadan
sadece over kanser tanisi almis ve bagka bir primer timérii bulunmayan hasta sayisi
103’tii. Bu hastalarm %64,1 (66/103)’inde miR-1260a ekspresyonu artmisken, %35,9
(37/103)’unda azalmistir. Hem over hem de meme kanser tanisi almig grupta miR-
1260a ekspresyon diizeyinin hastalarin %62,5 (10/16)’inde arttig1 goriilirken, %37,5
(6/16)’inde azaldig1 saptanmigtir. Hem over hem de endometriyum kanseri olmak tizere
iki farkli primer kanser tanist olan hastalarda miR-1260a ekspresyonu hastalarin %50
(1/2)’inde artarken, diger %50 (1/2)’sinde azaldig: goriilmistir. Over kanseri ile birlikte
meme ve endometriyum hari¢ ikinci bir primer tagiyan hastalarin hepsinde yani %100
(6/6)’de miR-1260a ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir (Tablo 4-2).

miR-1260b ekspresyonu agisindan ise toplam 127 over kanser tanili hastadan
sadece over kanser tanist almig ve bagka bir primer timoérii bulunmayan 103 hastanmn
%71,8( 74/103)’inde miR-1260b ekspresyonu artmigken, %28,2 (29/103)’sinde
azalmigtir. Hem over hem de meme kanser tamili hasta grubunda hastalarm %75
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(12/16)’inde miR-1260b ekspresyon diizeyinin arttigi gozlenirken %25 (4/16)’inde
azaldig1 saptanmigtir. Hem over hem de endometriyum kanser tanili hastalarda ise miR-
1260b ekspresyonunun hastalarin yarisinda artarken diger yarisinda azaldig
gortilmiistiir. Over kanseri ile birlikte meme ve endometriyum hari¢ ikinci bir primer
tastyan hastalarin hepsinde miR-1260b ekspresyonunun arttigi saptanmstir (Tablo 4-2).

Tablo 4-2: miR-1260a ve miR-1260b ekspresyon durumlarinin over kanseri ve over kanser alt
gruplarindaki dagilinm

miR-1260a miR-1260b Toplam
Tam Ekspresyonu Ekspresyonu

Artmis Azalmig Artmis Azalmig Toplam

n(%) n(%) n(%) n(%) n (%)
Sadece Over Kanser tamh | 66 (%64,1) [ 37 74 29 103 (%81,1
hastalar (%35,9) (%71,8) (%28,2)
Over ve Meme Kkanser tamh | 10 (%62,5) [ 6 (%37,5) | 12 4 (%25,0) | 16
hastalar (%75,0) (%12,6)

Over ve Endometriyum Kanser | 1 (%50,0) | 1(%50,0) | 1(%50,0) | 1 (%50,0) | 2 (%1,6)
tamh hastalar

Over ve Diger Kanser tamh | 6(%100,0) [ 0(%00,0) | 6 0(%0,0) |6 (%4,7)
hastalar (%100,0)
Toplam n (%) 83 (%65,3) | 44 93 34(%26,8 | 127

©347) | (%732 |)

4.3. miR-1260a ve miR-1260b Ekspresyon Diizeylerinin Klinik Ozelikleri ile
Iliskilerinin Degerlendirilmesi

Over kanserli hastalarda miR-1260a ve miR-1260b ekpresyon diizeylerinin klinik
evrelere gore dagilimi incelendi. miR-1260a’nin  Evre | ve |l hastalarin
%30,5(11/36)’inde ekspresyon diizeyi azalmigken, %69,5(25/36)’inde ekspresyon
seviyesi artmigtir. Evre III ve IV hastalarin %36,3(33/91)’tiinde ekspresyon seviyesi
azalmig iken, %63,7(58/91)’sinde artis gbzlenmistir. miR-1260b ekspresyon seviyesinin
klinik evrelere gore dagilimi incelendiginde ise; Evre 1| ve Il olan hastalarm
%25(9/36)’inde ekspresyon azalirken, %75(27/36)’inde ekspresyon seviyesinin artmis
oldugu, Evre III ve IV hastalarmm %27,5(25/91)’inde ekspresyon seviyesi azalirken,
%72,5(66/91)’inde artis saptanmistir ( Tablo 4-3).

Over kanser hastalar1 patolojik evrelerine gore ekspresyon diizeyi agisindan
degerlendirildiginde; Evre I hastalarin %50(11/22)’sinde miR-1260a’nin ekspresyonu
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azalmigken, %50(11/22)‘sinde artmigtir. Evre 1l hastalarin %26,3(5/19)’iinde miR-
1260a’nin ekspresyon seviyesi azalmigken, %73,7(14/19)’inde artmistir. Evre I1lI
hastalarin  %32,5(28/86)’inde miR-1260a’nin  ekspresyon seviyesi azalmisken,
%67,5(58/86)’inde  artmistir. miR-1260b  ekspresyonu Evre 1  hastalarn
%27,3(6/22)tinde azalmigsken, %72,7 (16/22)’sinde artmigtir. Evre II hastalarin
%26,3(5/19)’tinde MiR-1260b ekspresyon seviyesi azalmigsken, %73,7(14/19)’sinde
artmustir. Evre 11l hastalarin ise %26,7(23/86)’sinde miR-1260b ekspresyon seviyesi
azalmigken, %73,3(63/86)’tinde artmistir ( Tablo 4-3).

Over kanser hastalar: histolojik gradlarina gore degerlendirildiginde; miR-1260a
ekspresyon diizeyi Grad | hastalarin %52(13/25)’sinde artmisken, %48(12/25)’inde
azalmig, Grad Il hastalarda, %45,8 (11/24)’inde miR-1260a ekspresyon artmisken
%54,2(13/24)’sinde miR-1260a ekspresyon seviyesi azalmis ve Grad III hastalarin,
%25,6(20/78)’sinda miR-1260a ekspresyonu artmigken, %74,4(58/78)’iinde azalmistir.
miR-1260b  ekspresyonu  Grad 1 hastalarm, %36(9/25)’sinda  artmisken,
%64(16/25)inde ekspresyon azalmigtir. Grad II hastalarmm %29,1(7/24)’inde miR-
1260b ekspresyonu artmigsken %70,9 (17/24)’unda miR-1260b ekspresyon seviyesi
azalmigtir. Grad III hastalarin ise, %23(18/78)’sinde miR-1260b ekspresyonu artmigken,
%77(60/78)’sinde azalmistir ( Tablo 4-3).

Over kanser hastalar1 timoér boyutuna goére degerlendirildiginde; miR-1260a
ekspresyonu tiimor ¢apr 2 cm’den kiigiik olan hastalarm %64,3(18/28)’iinde artarken,
%35,7 (10/28)’sinde azalmigtir. Timoér ¢apt 2 cm’den blyilk olan hastalarin
%65,7(65/99)’sinde  miR-1260a ekspresyon seviyesi artarken %34,3(34/99)’iinde
azalmigtir. miR-1260b ekspresyonu ise tiimor ¢ap1 2 cm’den kiigiik olan hastalarin
%71,4(20/28)’1inde artarken, %28,6(8/28)’sinda azalmigtir. Timor ¢ap1 2 cm’den biiyiik
olan hastalarin  %73,7(73/99)’sinde ekspresyon seviyesi artarken %26,3(26/99)iinde
azalmigtir ( Tablo 4-3).

Over kanser hastalar1 aldiklar1 tedavi durumlarma gore degerlendirildiginde,
cerrahi uygulanmis hastalarm %63,9(78/122)’unda miR-1260a ekspresyon seviyesi
artmigken, %36,1(44/122)’inde miR-1260a ekspresyonu azalmistir. Cerrahi
uygulanmamig hastalarin ise %100 (5/5)’tinde miR-1260a ekspresyon seviyesi artmis
olup, higbir hastada ekspresyon seviyesinde azalma goriilmemistir. Cerrahi uygulanmis
hastalarin ~ %71,3(87/122)’iinnde miR-1260b  ekspresyon seviyesi artmisken,
%28,7(34/122)’sinde  miR-1260b ekspresyonu azalmigtir. Cerrahi uygulanmamis
hastalarin ise %100(5/5)’iinde miR-1260b ekspresyon seviyesi artmis olup, higbir
hastada ekspresyon seviyesi azalmamustir.

Kemoterapi uygulanmis hastalarin %66,1(78/118)’inde miR-1260a ekspresyon seviyesi
artmigken, %33,9 (40/118)’'unda miR-1260a ekspresyonu azalmistir. Kemoterapi
uygulanmamig hastalarin %50(5/10)’sinde miR-1260a ekspresyon seviyesi artmis olup,
%50(5/10)’sinde ekspresyon seviyesi azalmistir. Kemoterapi uygulanmis hastalarin
%72,8(86/118)’inde miR-1260b ekspresyon seviyesi artmisken, %27,2(30/118)’sinde
azalmigtir. Kemoterapi uygulanmamis hastalarin ise %60(6/10)’inda miR-1260b
ekspresyon seviyesi artmis olup, %40(4/10)’inda azalmistir.
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Radyoterapi uygulanmis hastalarin %66,6(10/15)’sinda miR-1260a ekspresyon seviyesi
artmigken, %33,4(5/15)’inde azalmistir. Radyoterapi uygulanmamis hastalarin ise
%65,1(73/112)’inde miR-1260a ekspresyon seviyesi artmis olup, %34,9(39/112)’unda
azalmigtir. Radyoterapi uygulanmig hastalarmm  %66,6(10/15)’sinda  miR-1260b
ekspresyon seviyesi artmigken, %33,4(5/15) iinde azalmis ve radyoterapi uygulanmamis
hastalarm ise %73,2(82/112)’sinde miR-1260b ekspresyon seviyesi artmis olup,
%26,8(29/112)’inde azalmigtir ( Tablo 4-3).

4.4, miR-1260a ve miR-1260b Ekspresyon Diizeylerinin Hastalarin Aile Hikayesi
ile Degerlendirilmesi

Over kanser hastalar1 aile hikayesine gore degerlendirildiginde; miR-1260a
ekspresyonu, ailesinde 2’den az over veya meme Kkanseri olan hastalarin
%37,4(31/83)’iinde azalmisken, %62,6(52/83)’sinda artmistir. Ailesinde 2 veya 2’den
¢ok over veya meme kanseri olan hastalarin %29,6(13/44)’sinda miR-1260a ekspresyon
seviyesi azalmis ve %70,4(31/44)’iinde ekspresyon seviyesi artmigtir. mir-1260b igin
bakildiginda ailesinde 2’den az over veya meme kanseri olan %29(24/83)’unda mir-
1260b ekspresyon seviyesi azalmigken, %71(59/83)’inde artmis ve ailesinde 2 veya
2’den ¢ok over veya meme kanseri olan hastalarin %22,8(10/44)’inde ekspresyon
seviyesi azalmig ve %77,2(34/44)’sinde artmistir (Tablo 4-3).

4.5. miR-1260a ve miR-1260b Ekspresyon Diizeyleri ile Hastalarin BRCA
Durumlarmin Karsihistirilmasi

Calismada miR-1260a ve miR-1260b ekspresyon diizeyleri incelenen hasta gubunda
BRCA durumlaria goére ekpresyon durumlart degerlendirdiginde; miR-1260a ekspresyonunun
BRCA pozitif 25 hastanin %76(19/25)’sinda artigi ve %24(6/25)‘linde azaldigi goriilmiistiir.
BRCA negatif 102 hastanin %62.7 (64/102)’side miR-1260a ekspresyonunun artigi ve
%37,3(38/102)’iinde azaldig1 belirlenmistir. miR-1260b ekspresyonunun  BRCA pozitif 25
hastanin %72(18/25)’sinde artig1 ve %28(7/25)‘inde azaldig1 goriilmiistiir. BRCA negatif 102
hastamin ise %73,5(75/102)’inde miR-1260b ekspresyonu artmis ve %26,5(27/102)inde
azalmistir (Tablo 4-3).

Tablo 4-3: miR-1260a ve miR-1260b ekspresyon diizeyinin klinik ve genetik ozelikler ile
karsilastirilmast

Ozelikler miR-1260a Ekspresyonu miR-1260b Ekspresyonu Toplam
n(%)
Ekspresyon Diizeyi Artmus Azalms Artmis Azalmis
n (%) n (%) n (%) n (%)
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Klinik Evre

Evre 1 12 (%9,4) 10 (%7,9) 14 (%11,0) 8 (%9,3) 22 (%17,3)
Evre 2 13 (%10,2) 1 (%0,8) 13 (9%10,2) 1 (%0,8) 14 (%11)
Evre 3 49 (%38,6) 27 (%21,3) 56 (%44,1) 20 (%15,7) | 76 (%59,9)
Evre 4 9 (%7,1) 6 (%4,7) 10 (%7,9) 5 (%3,9) 15 (%11,8)
Toplam n(%) 83 (%65,3) 44 (%34,7) 93 (%732)  34(%26,8) | 127

Yas Ortalama 50 + 10 Aralik (25-84)

40> 11 (%8,7) 5 (%3,9) 13 (9%10,2) 3(%2,4) 16 (%12,5)
40< 72 (%56,7) 39 (%30,7) 31 (%24,4) 80 (%63) 111 (%87,5)
Toplam n (%) 83 (%65,3) 44 (%34,7) 44 (%34,7) 83 (%65,3) | 127
Patolojik Evre

Evre 1 11 (%8,7) 11 (%8,7) 16 (%12,6) 6 (%4,7) | 22 (%17,3)
Evre 2 14 (%11,0) 5 (%3,9) 14 (%11,0) 5 (%3,9) 19 (%15)
Evre 3 58 (%45,7) 28 (%22,0) 63 (%49,6) 23 (%18,1) | 86 (%67,7)
Toplam n(%) 83 (%65,3) 44 (%34,6) 93 (%73,2) 34 (%26,8) | 127
Histologik Grad

Grad 1 12 (%9,4) 13 (%10,2) 16 (%12,6) 9 (%7,1) 25 (%19,6)
Grad 2 13 (%10,2) 11 (%8,7) 17 (%13,4) 7 (%5,5) 24 (%18,9)
Grad 3 58 (%45,7) 20 (%15,7) 60 (%47,2) 18 (%14,2) | 78 (%61,5)
Toplam n(%) 83 (%65,3) 44 (%34,6) 93 (%73,2) 34 (%26,8) | 127
Tomiir Boyutu

<2cm 18 (%14,2) 10 (%7,9) 20 (%15,7) 8 (%6,3) 28 (%22)
>2cm 65 (%51,2) 34 (%26,8) 73 (%57,5) 26 (%20,5) | 99 (%78)
Toplam n(%) 83 (%65,3) 44 (%34,6) 93 (%73,2) 34 (%26,8) | 127
Tedavi

Cerrahi

Var 78 (%63,9) 44 (%32.1) 87 (%69,0) 34 (%27,0) | 122 (%96)
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Yok 5 (%4,0) 0 (%0,0) 5 (%4,0) 0(%0,0) |5 (%4)
Toplam n(%) 83 (%65,3) 44 (%34,6) 93 (%73,2) 34 (%26,8) | 127
Kemoterapi
Var 78 (%66,1) 40 (%25,9) 86 (%68,3) 30 (%23,8) | 118 (%92,9)
Yok 5(%4,0) 5 (%4,0) 6 (%4.,8) 4(%32) |10 ®7.1)
Toplamn(%) 83 (%65,3) 44 (%34,6) 93 (%73,2) 34 (%26,8) | 127
Radyoterapi
Var 10 (%7,9) 5 (%4,0) 10(%7,9)  5(%40) |15 (%11,8)
Yok 73 (%57,4) 39 (%30,7) 82 (%65,1) 29 (%23,0) | 112 (%88,2)
Toplamn(%) 83 (%65,3) 44 (%34,6) 93 (%73,2) 34 (%26,8) | 127
Ailede Over&Meme
Kanseri Hikayesi
<2 kisi 52 (%40,9) 31 (%24,4) 59 (%46,5) 24 (%18,8) | 83 (%65,3)
>2 kisi 31 (%24,4) 13 (%10,3) 34 (%26,8) 10 (%7,9) | 44 (%34,7)
Toplam n(%)  83(%653)  44(%34,7) 93(%73,2) 34(%26,8) | 127
Ailede Diger Kanser
Hikayesi
<2 kisi 25(%19,7) 21 (%16,5) 32 (%253) 14 (%11,0) | 46 (%36,2)
> 2 kisi 58 (%45,7) 23 (%18,1) 61 (%48,0) 20 (%15,7) | 81 (%63,8)
Toplam n(%)  83(%653)  44(%34,7) 93(%73,2) 34(%26,8) | 127
BRCA Durumu
Pozitif 19 (%15) 6 (%4,7) 18 (%14,2) 7(%5,5) 25 (%19,6)
Negatif 64 (%50,3) 38 (%30) 75 (%59) 27 (%21,3) | 102 (%80,4)
Toplam n(%)  83(%65,3) 44(%34,7) 93(%73,2) 34(%26,8) 127

4.6. Istatiksel Analiz

SPSS v21.0 programi ile yapilan istatistiksel analizlere gore; arastirma
kapsaminda degerlendirilen gruplar arasinda dagilimin normallik varsayimi
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Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlendi. Verilerin normallik dagilimlari miR-1260a
igin (Kolmogorov-Smirnov Z=5,274; p<0,05); miR-1260b i¢in (Kolmogorov-Smirnov
Z=5,361; p<0,05)°dir. Gruplar normal dagilim gosterdikleri i¢in ve bes grup
olmalarindan dolay1, verilerin ¢oziimlenmesinde post-hoc ANOVA testi kullanildi.
ANOVA testi ile yapilan degerlendirmeye gore hasta ve kontrol gruplar: arasindaki 2
AACt degerleri baz alinarak yapilan hesaplamalarda miR-1260a ve miR-1260b ifade
diizeylerinin, hasta gruplarinda saglikli kontrollere gore istatistiksel acidan anlamli
oldugu gortldii (p=0,000). Hangi gruplar arasinda anlamlilik oldugunu daha detayli
gorebilmek igin Post-Hoc Tukey HSD testini uygulandi. Bu testin sonuglarina gore,
saglikli kontroller ile over kanserli, over ve meme kanserli, over ve endometriyum ve
over ve diger tiimorii bulunan hasta gruplar arasinda her iki miRNA i¢in de istatistiksel
agidan anlaml bir fark oldugu goriildii (p=0,000). Bu gruplar arasindaki iligski (Tablo 4-
5) *de detayl1 olarak gosterildi.

Tablo 4-4: ANOVA Test Sonuglar1. *, istatistiksel olarak anlamh (p<0,05)

Bagimh | Grupl | Grup2 Ortalama | Standart | p Degeri | %95 Giiven
Degisken Farki Hata Arahgi
Alt simir
Ust simir
miR- Kontrol | Tiim Over ,000*

1260a Grup Kanseri

Over + Meme | 137500" ,09612 ,000* 1,1106 1,6394
kanserler

Sadece Over | 1,35922" | ,05031 ,000* 1,2209 1,4976

Kanseri

Over + [ 1,50000° | ,25464 ,000* ,7996 2,2004
endometriyum

Kanseri

*

Over + Diger | 1,00000 ,14993 ,000* 5876 1,4124
Kanserler

miR- Kontrol | Tim Over ,000*
1260b Grup Kanseri

Over+ Meme | 125000 ,08968 ,000* 1,0033 1,4967
kanserler

Sadece Over | 1,28155" | ,04693 ,000* 1,1525 1,4106
Kanseri
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Over +1,50000" | ,23756 ,000* ,8466 2,1534
endometriyum

Over + Diger | 1,00000" | ,13987 ,000* ,6153 1,3847
Kanserler

4.7. miR-1260a ve miR-1260b’nin Etkilestikleri Gen/Proteinlerin Gosterilmesi i¢in
Yapilan String Analizi

MiRTarBase bilgi bankasi kulanarak miR-1260a ve miR-1260b i¢in deneysel olarak
valide edilmis bir gen listesi olusturuldu. TargetScan veri tabam ile de miR-1260a ve miR-
J260b icin 6ngoriilen hedef genler de hesaplandi. Her bir miR i¢in kiimiilatif agirlikl,
(contex++ score) sifirdan diisiik gen hedefleri, TargetScan tarafindan belirlendi. Buna gére hsa-
JMiR-1260a i¢in 4857 gen hedefi ve hsa-miR-1260b icin 388 gen hedefi oldugu goriildii.

TargetScan tarafindan belirlenen gen hedefleri daha sonra miRTarBase ile tanimlanan gen hedef
listeleri ile birlestigi zaman, analiz i¢in ortak ¢ikan gen sayist miR1260a igin 42 hedef gene ve
miR-1260b igin 8 hedef gene diistiriildi. miR1260a icin miRTarBase ve TargetScan'den
saptanan ortak gen hedeflerinin, String veritabani kullamlarak yapilan analiz sonrasinda protein
diizeyinde anlamli etkilesimleri oldugu belirlendi (P=0.000). Bu analiz sonuglar1 Sekil 4-7’de
verilmigtir.

Yapilan String analizine gore; miR-1260a‘nin iligkili oldugu en 6nemli protein ailesi
translasyonun hiicresel asamasinda etkisi oladugu bilinen ribozomal protein ailesidir.
Literatiirde bu protein ailesinin over kanserr gelisimi tizerindeki etkilerinin arastirildig1 bazi
caligmalar mevcuttur [234, 235]. Bu caligmalar sonucunda ribosomal proteinlerin over
gelisiminde onemli ve kritik fonksiyonlara sahip oldugu gosterilmis ve bu nedenle over
fonksiyon bozukluklarinin patofizyolojisi ve tedavisine yonelik bilgi verebilecegi
vurgulanmistir.
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Sekil 4-7: miR-1260a‘mn Gen/Protein Etkilesimini Gosteren String Analiz Sonuglari

SHIBP2

miR1260b i¢in miRTarBase ve TargetScan'den saptanan ortak gen hedefleri, String
veritabani kullanilarak yapilan analiz sonrasinda protein diizeyinde etkilesim i¢inde olduklar
belirlendi (P=0.00361). Bu analiz sonuglar1 Sekil 4-8’de gosterilmistir.

Yapilan String analizine gore; miR-1260b‘nin iligkili oldugu en 6nemli protein Serin/
treonin-protein kinaz ailesinin bir tyesi olan CHEK2 proteinidir. Bu proteinler hiicre
dongiisiinde var olan kontrol noktalarinin durdurulmasinda, DNA onariminin aktivasyonunda
6nemli rol oynarlar [236]. Dikkat ¢eken bir diger Siklin bagimli kinaz aile iiyesi olan CDK4
proteinidir. Bu protein ailesinin anormal aktivasyonu over kanser hiicrelerinin
proliferasyonunda ve apoptoz diizenlemesinde rol oynamaktadir [237]. Analiz sonuglarina gore;
CDK kinazlarinin diizenleyicileri olarak islev goren siklinler (CCND2, CCNBL1) de dikkat
¢ekmektedir. Siklin proteinleri over kanser dokularinda yiiksek oranda eksprese edilmektedirler.
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Sekil 4-8: miR-1260b’nin Gen/Protein Etkilesimini Gosteren String Analiz Sonuglar1
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5. TARTISMA

2018'de Amerika Birlesik Devletleri'nde yaklagik 22.240 kisi over kanser tanis1 almgtir.
Tani koyulan kisilerin 14.070’inin hayatim1 over kanseri sebebi ile kaybettikleri bildirilmistir
[238]. 2018 Globocan verilerine gore Tiirkiye’de her 100,000 kisiden 7 kisinin over kanserine
yakalandig: bildirilmektedir. Yasa gore ayarlanmug en yiiksek insidans oranlari, Kuzey Amerika,
Orta ve Dogu Avrupa dahil, diinyanin gelismis bolgelerinde, genellikle 100.000'de 8'i asan
oranlardadir. Giiney Amerika'da oranlar 100.000'de 5.8 ve Asya ve Afrika'da 100.000’de <3
olarak bildirilmektedir [23, 24]. Over kanseri en sik goriilen, yiiksek mortalite oranina sahip bir
jinekolojik tiimordiir. Epidemiyolojik arastirmalar kanser patogenezinde hormonal ve
reprodiiktif faktorlerin etkili oldugunu gostermektedir [46]. Over karsinomu hiicre
transformasyonuna yol agan genetik ve epigenetik degisiklikleri igerir. Son on yilda, over
karsinomunun onkogenezine iliskin 6nemli bilgiler edinilmis olmakla beraber hala etiyolojisi
hakkinda Kkesin bir bilgi bulunmamaktadir. miRNA'larin kanser dahil bir ¢ok hastalikta 6nemli
rol oynadigimi, molekiiler biyolojik belirteg, hatta kanser tedavisi i¢in molekiiler hedef ya da
bizzat kendilerinin kemoterapdtik ajan olarak kullanilabilecekleri konusundan birgok ¢alisma
mevcuttur. Over kanseri ise gerek etiyolojisinin tam olarak bilinmemesi gerekse erken tani ve
tedavi takibinde kulanilacak biyolojik belirteglerin olmamasi nedeniyle iizerinde ¢alisilmasi
gereken bir hastaliktir. Bu nedenle bu hastaliga ilgskin tammlanacak yeni biyolojik belirteglerin
bulunmas: ve arastirilmasi dnem arzetmektedir.

Grubumuz tarafindan yapilan Istanbul Universitesi BAP destekli bir ¢alismada, over
kanserli hastalarin periferik kaminda bulunan ve over kanserine 6zgii oldugu belirlenen 99
miRNA molekiilii saptanmugtir. Sunulan tez ¢aligmasinda, saptanan bu miRNA molekiillerinden
ikisi olan miR1260a ve mil260b’nin ekspresyon diizeyleri daha genis bir over kanser hasta ve
saglikli kontrol grubunda karsilagtirilarak incelenmistir. S6z konusu molekiillerin gerek
validasyonlarinin yapilmasi gerekse over kanseri igin biyolojik bir belirte¢ olup olmadig1 bu tez
caligmasi ile belirlenmistir. Caligma ailesel ve sporadik over kanser tanili hasta ile bu hastalar
ile yas, cinsiyet ve etnik olarak eslestirilmis saglikli kontrollerin periferik kan lenfsitlerindeki
miR1260 a ve miR1260b ekpresyon diizeylerinin Real Time PCR ile kantitatif incelenmesini
kapsamaktadir.

Bugiine kadar over kanserinin gelisimi, tanis1 ve tedavisi ile iligkili olarak birgok
miRNA molekiilii aragtirilmigtir. miR-193b, miR-532, miR-3064 ekspresyon diizeylerinin over
kanserli hastalarda over kanseri evrelemesinde kullanilan FIGO evrelemesi, timor capi,
histolojik grad, asit birikimi, lenf nodu metastazi ve ayn1 zamanda kotii prognozla iliskili ol dugu
bildirilmistir[239] [240]. miR-506’min ise erken FIGO evresi ve iyi prognoz ve uzun sag kalimla
iliskili oldugu gosterilmistir [241]. miR-199’un over kanserinde diisiik ekspresyon yaptigi ve bu
miRNA’nin ¢-MET, HIF1-alfa HIF2-beta ve IKK-beta proteinlerinin aktivasyonunun bloke
ederek ilgili gen yolagini durdurdugu ve buna bagl olarak bir terapdtik hedef olabilecegi
belirtilmistir [242-244]. miR-152'nin, over kanseri hiicre soylarinda ERBB3 ekspresyonunu
baskilayarak over kanser hiicrelerinin proliferasyon ve metastaz yeteneklerini baskiladig
gosterilmigtir. Bu nedenle miR-152’nin, over kanserinde hiicre proliferasyonu, invazyon ve
metastaz da dnemli bir molekiiler hedef olabilecegi bildirilmistir [245].

Bundan bagka over kanseri tedavisine karsi diren¢ gelisimine neden olan bir¢ok
miRNA’nin da oldugu farkli arastiricilar tarafindan bildirilmistir (240). Bu miRNA’lar arasinda
let-7 [246] , miR-9, miR-366, MiR-424 [247], miR-622 [248] yer almaktadir. Over kanserinin

( Bigimlendirilmis: Ortadan




58

tam ve takibinde ekzozomal ve periferik kanda dolagan miRNA’larin da oldugu bildirilmistir.
Bunlardan miR-21, miR-141, miR-200a, miR-200c, miR-200b, miR-203, miR-205, and miR-
214“4n serumda ekzozomal olarak bulundugu ve ileri evre over kanseri ile korelasyon
gosterdigi, plasmada bulunan miR-106b, miR-126, miR-150, miR-17, miR-20a, and miR-92a’
larin ise benign over  hastaliklarinin malign over hastaliklarindan ayriltirilmasinda
kullanilabilecegi gosterilmistir [249]. Yine over kanser hiicrelerie tarafindan olusturulan asit
stvisinda ve hastalarin idrarlarinda saglikli kontrollere gore miR92a ve miR200b‘nin
ekspresyon diizeylerinin farklilik gosterdigi saptannmustir [250]. Yine over kanser hiicrelerinin
invazyonunda miR-630 ve miR205’in ekspresyon farkliliklarinin over kanserli hastalarda over
kanser hiicrelerinin invazif davranisi ile iligkili oldugu gosterilmistir [251]. miR-125, miR-200
ailesine ve miR-30d miRNA genlerinin ise epitelyal mezenkimal gegiste (EMT) etkili olduklart
saptanmugtir [252-255]. Over kanserlerinde miR-222-3p ekspresyonunun uzun sagkalim ile
iliskili oldugu miR-9, miR-595(81), miR-15b’nin diisiik ekspresyonu ve WNT7a’nin ise yiiksek
ekpresyonun birlikteliginin [256] ise kisa sagkalim ve kotii prognoz ile iligkili oldugu, bunun
yaninda miR-141[257], miR-200a miR-200c’nin ekpresyon diizeyindeki farkliklarin ise uzun
hastaliksiz gecen zamanla (PFS) iliskili oldugu bildirilmistir. 2018 yilina kadar yapilan PubMed
taramasinda yukarida bahsi gegen bir ¢cok miRNA’nin over kanserinde arastirildigi ve over
kanserinin tanisi, prognozu, sagkalimi, ila¢ direnci ve metastatik ozellikler ile iliskilendirildigi
goriilmiistiir. Ancak literatiirde ¢alismamizda arastirdigimiz miR-1260a ve miR-1260b miRNA
molekiillerinin -~ over kanserli hastalarda arastirildigimi gosteren bir literatiir bilgisine
rastlanilmamgtir.

Tez ¢aligmasinda aragtirilan miR-1260a’nin ekspresyon diizeyi meme, bobrek, mide
kanseri, malign melanoma, hepatoseliiler karsinom, kolorektal karsinom, 6zofageal skuamoz
hiicreli karsinomda incelenmis ve bu kanserlerde upregiile oldugu tespit edilmistir [210-217].
Bundan bagka, miR-1260a ekspresyon diizeyinin, prostat kanserli hastalarin serum ve FFPE
dokularinda BPH kontrollerine kiyasla ve prostat hiicre soylarinda da yiiksek diizeyde anlatim
yaptigi bildirilmistir [218, 219, 258]. miR-1260a ekspresyon diizeyinin, BPH Kkontrollerine
kiyasla prostat kanser hastalarinda upregiile oldugunu gosterilmistir [258]. miR-1260a,
Danimarka popiilasyonunda prostat kanserli hastalarmn FFPE'sinde siniflamada kullanilan 13
miRNA arasinda yer alan diyagnostik biyomarker niteligi tasiyan bir miRNA olarak
bildirilmistir [218], [227].

Tez caligmasinda incelenen ikinci miRNA olan miR-1260b’nin de, literatiirde over
kanseri hari¢ bir¢ok kanser tiiriinde incelendigi ve kanser ile iligkili oldugu ve anormal
ekspresyon gosterdigi bildirilmistir. miR-1260b'nin insan periferik kanindaki dendritik
hiicrelerde anormal ve yiiksek derecede eksprese edildigi ve dolayisiyla immiin yamtta iliskili
olabilecegi bildirilmigtir [226]. mMiR-1260b ekspresyon diizeyinin 6zellikle lenf nodu
metastazina sahip kolorektal kanser dokularinda (CRC) arttig1, bu durumun lenf nodu metastazi
ve vendz invazyon ile iliskili oldugu ve erken evre metastazi gosterdigi diistiniilmektedir. miR-
1260b'nin, CRC nin prognozu igin 6nemli bir molekiiler biyolojik belirte¢ olabilecegi ileri
stirilmektedir [228]. Bundan baska mil260b malign melanom hastalarinda da arastirilmis ve
melanomun cerrahi rezeksiyonunun takibinde, miR-1260a'nin farkh bir ekspresyon paterni
gosterdigi bildirilmistir [259]. Ayrica, mil260a ekpresyonunun atipik Spitz lezyonlarinda
benign Spitz tiimorlerine gore ekspresyonunun yiiksek oldugu gosterilmistir [260].
mi1260b’nin, kii¢iik hiicreli dig1 akciger kanseri (NSCLC) hiicre soylarinda (A549) ise hiicre
migrasyonunu ve invazyonunu azalttigi saptanmustir. Bu sonug, miR-1260b'nin NSCLC
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hastalarinda metastazin durdurulmasinda 6nemli bir rol oynadigim1 ve NSCLC'nin tedavisi i¢in
hedef bir molekiil olabilecegini diisiindiirmektedir [261].

miR-1260b'nin renal hiicreli kanser (RCC) hiicrelerinde normal bobrek hiicrelerine
gore ¢ok fazla ekspresyon gosterdigi bu ekSpresyonun hiicre ¢ogalmasi, invazyon, kisa sagkalim
ile korele oldugu ve bu olaylarda miR-1260’1n Wnt sinyal yolagim inhibe ederek bu etkiyi
yarattig1 gosterilmigir [262].

Tez calismamuzda yapilan analizlerin sonuguna gére over kanserli hastalar ile saglikli
kontrol grubu birbiri ile karsilastirildiginda istatiksel agidan son derece anlamli bir fark
(P=0.000) oldugu goriilmiistiir. Saglikli kontrollere gore, over kanserli hastalarda miR-1260a ve
miR-1260b’in 16.1-43.21 kat arasinda degisen oranlarda ekpresyonlarimin arttii saptanmustir.
Bu molekiillerin etkilegimlerini anlamak amaciyla yapilan String analizinde ise; miR-1260a‘nin
iligkili oldugu en o6nemli protein ailesinin translasyonun hiicresel agamasinda etkisi oldugu
bilinen ribozomal protein ailesi oldugu saptanmistir. Literatiirde bu protein ailesinin over
kanseri gelisimi {izerindeki etkilerinin arastirildigi bazi ¢alismalar mevcuttur [234, 235]. Bu
caligmalar sonucunda ribosomal proteinlerin over gelisiminde onemli ve kritik fonksiyonlara
sahip oldugu gosterilmis ve bu nedenle over fonksiyon bozukluklarinin patofizyolojisi ve
tedavisine yonelik bilgi verebilecegi vurgulanmistir. Bu bilgiler ve bizim g¢alismamizin
sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde over kanserinde ribosomal proteinlerde olusan
bozukluklarin miR-1260a iizerinden indirekt olarak da yapilabildigini gostermektedir.

miR1260b igin yapilan String analizi sonrasinda jse miR-1260b‘mn bir Serin/ treonin-
protein kinaz ailesinin {iyesi olan CHEK?2 proteini ile siklin bagimli kinaz aile {iyesi olan CDK4
proteini arasinda siki bir iligki oldugu goérilmektedir. Biri DNA onariminda digeri ise hiicre
proliferesyonunun ve apoptozunun kontroliinde etkili oldugu bilinen bu genlerin over kanseri
gelisiminde hiicre proliferasyonunun ve apoptozu engelleyerek tiimor gelisimine katkida
bulunduklarim distindiirmektedir [237]. Bu sonuglar ve bizim g¢aligmamizdan elde edilen
bulgular birlikte degerlendirildiginde bu 2 farkli gen ailesi ile miR1260b’nin etkilesiminin over
kanseri gelisimine neden olabilecegi sonucuna varilmaktadir.

Ozetle, gerek miR1260 gerekse miR1260b‘nin saglikli kontrollere gore over kanserli
hastalarin periferik kan lenfositlerindeki anlamli ekspresyonu ilk defa grubumuz tarafindan
gosterilmis olup, bu iki molekiiliin yaptig1 gen etkilesimlerinin over kanserine neden olmasi
sebebi ile diyagnostik bir 6nem tasidig1 diisiiniilmektedir. Ote yandan bu molekiillerin periferik
kanda farklilik gostermis olmalarindan dolayr ileri ki ¢alismalarla prognostik 6nemi ve
dolaysiyla prognostik bir marker olarak kullanilmasi olasiligi bulunmaktadir. Bu molekiillerin
over kanserinin erken evrede taminmasi ve diyagnostik dneminin anlagilmasi igin overin benign
hastaliklarinda da bu molekiillerin arastirilmasi gerekmektedir. Ayrica sdz konusu molekiillerin
prognostik biyolojik belirte¢ olup olmadigimin kanitlanmasi i¢in ise tedavi siiresince bu
molekiillerin varligimin periferik kandaki diizeylerinin karsilastirilmali olarak arastirtlmasi
gerekmektedir.

[Bigimlendirilmis: Yaz tipi: Kalin Degil ]
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