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OZET

Pektopal, F.S. (2021). Over Kanserli Hastalar ile Saglikli Kisilerin Periferik
Dolasimmda miR-3653-3p’nin Ekspresyon Diizeyinin Karsilastirilarak Incelenmesi.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel Onkoloji ABD. Yiiksek Lisans
Tezi. istanbul.

Over kanseri gec evrede tani alan, erken ve sik niiks eden bir kanser tiirtidiir ve
hala etkin bir tedavisi bulunmamaktadir. Bu nedenle hastaliksiz gecen zaman (PFS) ve
sagkalim bu hastalik grubunda son derece kisadir. Hastaligin erken tanis1 ve tedavisinin
takibinde etkin olarak kullanilacak hassas ve spesifik biyobelirtegler bulunmamaktadir.
Klinikte halihazirda kullanilanlar ise hastaligin erken tani ve tedavi takibinde, minimal
rezidiiel hastaligin hassas bir sekilde belirlenmesi agisindan son derece yetersizdir. Over
kanserinin erken tanmi1 ve tedavisinin gelistirilmesine iliskin molekiiler diizeyde cok
sayida calisma yapilmaktadir. miRNA ekspresyon calismalart bu agidan kanser
hastaliginda genis yer tutmaktadir. Kodlanmayan kiigiik RNA smifinda yer alan
miRNA’larin deregiilasyonunun veya disfonksiyonunun kanser gelisimine katkisi
oldugu bircok calismayla gosterilmistir. Bununla birlikte over kanserinde bir dizi
miRNA’nin  ekspresyonlarinin  farklililk ~ gosterdigi  bilinmektedir. ~ Kanser
aragtirmalarinda bilinen miRNA’larin ekspresyon paternlerinin hasta ve saglikli kisiler
arasinda karsilastirilarak incelenmesi hastaliklara 6zgii biyolojik belirteglerin bulunmasi
acisindan son derece 6nemli olup, over kanserinin patogenezinde bu molekiillerinin
rollerinin de belirlenmesi anlamlidir. Sunulan tez ¢alismasinda 150 yiiksek riskli over
kanserli hasta ile 100 saglikli kisiden olusan control grubunda miR-3653-3p’nin
ekspresyon profili arastirilmis ve her iki grup birbiri ile karsilastirilmistir. Over kanser
hastalarmin periferik kaninda, miR-3653-3p ekspresyon diizeyinin kontrol gruplarindan
9,49 kat fazla oldugu saptanmis ve sonuglarin istatistiksel agidan anlamli (p=0,00)
oldugu gosterilmistir. Bu sonuglara ilave olarak, miR-3653-3p’nin over kanseri igin
periferik  kanda non-invaziv olmayan bir biyobelirtegc olarak  kullanilip
kullanilamayacagi, ROC analizi ile degerlendirilmis ve s6z konusu molekiiliin
istatitiksel olarak anlamli (p=0,000) bir biyobelirteg oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Over kanseri, miRNA ekspresyonu, miR-3653-3p, biyobelirteg.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 37278



Xiii

ABSTRACT

Pektopal, F.S. (2021). Comparison of the Expression Level of miR-3653-3p in
Peripheral Circulation of Patients with Ovarian Cancer and Healthy People. Istanbul
University, Institute of Health Science, Basis Oncology D. Master Degree Thesis.
Istanbul.

Ovarian cancer is a late-stage cancer with early and frequent recurrence, and there is
still no effective treatment. Therefore, time to disease free (PFS) and survival are
extremely short in this disease group. There are no sensitive and specific biomarkers to
be used effectively in the early diagnosis and treatment of the disease. Those currently
used in the clinic are extremely insufficient for the early diagnosis and treatment follow-
up of the disease, in terms of accurately determining the minimal residual disease.
Numerous studies are conducted at the molecular level regarding the development of
early diagnosis and treatment of ovarian cancer. In this respect, miRNA expression
studies have a large place in cancer disease. Many studies have shown that deregulation
or dysfunction of miRNAs in the small non-coding RNA class contributes to cancer
development. Many studies have shown that deregulation or dysfunction of miRNAs
contributes to cancer development. However, it is known that the expressions of a
number of miRNAs differ in ovarian cancer. However, it is known that the expressions
of a number of miRNAs differ in ovarian cancer. Examining the expression patterns of
known miRNAs in cancer research by comparing them between patients and healthy
people is extremely important in terms of finding disease-specific biological markers,
and determining the roles of these molecules in the pathogenesis of ovarian cancer is
also significant. In the thesis study presented, the expression profile of miR-3653-3p
was investigated in a control group consisting of 150 high-risk ovarian cancer patients
and 100 healthy individuals, and both groups were compared with each other. It was
found that the expression level of miR-3653-3p in the peripheral blood of ovarian
cancer patients was 9.49 times higher than the control groups and the results were
shown to be statistically significant (p = 0.00). In addition to these results, whether miR-
3653-3p can be used as a non-invasive biomarker in peripheral blood for ovarian cancer
was evaluated by ROC analysis and it was shown that the molecule in question was a
statistically significant biomarker.

Key Words: Overian carcinoma, miRNA expression, miR-3653-3p, biomarker.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 37278



1. GIRIS VE AMAC

Ceyrek asirlik hizli ilerlemeler neticesinde kanser arastirmalari, zengin ve
karmasik bilgi birikimine neden olmus ve kanserin genomdaki dinamik degisiklikleri
iceren bir hastalik oldugu ortaya ¢ikmistir. Onkogenleri iireten ve tiimor baskilayict
genlerin islev kaybina neden olan mutasyonlarin kesfi, insan ve hayvan kanser
hiicrelerinin  deneysel modellerinde kanser fenotiplerinin ortaya c¢ikarilmasiyla
tanimlanmistir. Bir kanser hiicresini diger normal hiicrelerden ayiran temel ozellikler;
kendi kendine biiyiime sinyali liretmek, bliylime inhibitorlerine duyarsizlik, apoptozdan
kacinma, sinirsiz replikatif potansiyel, siirekli anjiyogenez, doku invazyonu ve metastaz
olarak tamimlanmistir (Hanahan & Weinberg, 2000). Tiimérlerin; nokta mutasyonu, gen
amplifikasyonu, delesyonu ve translokasyonu gibi molekiiler genetik veya genomik
degisikliklerin bir sonucu olarak gelistigi ve ilerledigi iyi bilinmektedir. Bu
degisikliklerin analizi onkogenler, timdr baskilayici genler ve DNA hasar onariminda

yer alan genler dahil olmak {izere kanserle iliskili yeni genlerin tanimlanmasina yol

acmustir (Cho & Shih, 2009).

IARC’nin (International Agency for Research on Cancer) 2020 yil1 verilerine
gore, over kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik teshis edilen sekizinci kanserdir,
Tiirkiye’de ise yedinci kanserdir ve her yil diger kadin {ireme sistemi kanserlerinden
daha fazla 6liime neden olmaktadir. Yiiksek insidans ve Oliim oranlarina ragmen, bu
hastaligin etiyolojisi tam olarak anlagilamamaigtir. Over kanseri risk faktorleri arasinda
yas ve ailede hastalik dykiisti bulunmaktadir. Koruyucu faktorler ise artan dogum sayisi,
oral kontraseptif kullanimi ve ooferektomiyi icerir. Emzirme, inkomplet gebelikler,
histerektomi ve tiip ligasyonu gibi ameliyatlar over kanserine kars1 zayif bir koruyucu
etki saglayabilir. Infertilite, dogum yapmamis kadinlar arasinda over kanseri riskine
katkida bulunabilir. Over kanseri i¢in diger olasi risk faktorleri arasinda menopoz
sonrast hormon replasman tedavisi, sigara igimi ve alkol tiiketimi gibi faktorler bulunur.
Over kanserinin nedenlerinin ¢ogu heniiz tanimlanmamistir (Permuth-Wey & Sellers,
2009). Over kanserleri genellikle koken aldiklar: hiicre tiplerine gore: epitelyal, stromal
veya germ hiicresi olarak smiflandirilir. Epitel over kanserinin ayrica serdz, miisindz,
endometrioid ve berrak hiicreli histolojik alt tipleri vardir. Yukarida belirtilen risk

faktorlerinin yani sira, BRCAL/BRCA2 genlerindeki mutasyonlarin tastyicisi olmak,



kalitsal non-polipozis kolorektal kanser sendromundan etkilenmek gibi ailede hastalik

Oykiisii olmasi da riski artirir (Weiderpass & Labréche, 2012).

Yiiksek 6liim nedeninin baglica nedeni, ge¢ basvuru nedeniyle karin i¢inde genis
capta metastaz olmasidir. Tedavi goren kadinlarin 6nemli bir kismi tam yanit verse de
basvuranlarda ilerlemis hastaliga sahip kadinlarin ¢ogunda 18 ay icerisinde niiks
gerceklesmektedir. Epitelyal over kanseri tedavisi cerrahi, kemoterapi, goriintiileme,
histopatoloji ve palyasyon uzmanliklarinin multisipliner ¢alismasini gerektirir. Epitelyal
over tlimorlerinin histopatolojisi heterojendir ve her alt tipi, molekiiler olarak
hedeflenmis tedavilerin etkinligini ©6ngdérme acisindan degerlendirilen genetik

mutasyonlar1 barindirir (Jayson, Kohn, Kitchener, & Ledermann, 2014).

Son 5 yilda, ekspresyon profilleme teknolojileri biiyiik dl¢lide gelismis, boylece
kanser etiyolojisi ve biyobelirtegler hakkindaki bilgiler, klinik uygulamalarla
genislemistir. Bununla birlikte bu teknolojiler, yeni biyobelirteglerin ¢oguna teshis, ilag
gelistirme ve kisiye 6zel tedavi igin potansiyel kullanim saglamis olsa da, simdiye kadar
bu neoplazinin kokenindeki ayrintili mekanizmalarla ilgili ¢ok az fikir vermislerdir

(lorio et al., 2007).

Gectigimiz birkag yilda, mikroRNA'nin (miRNA) kanser hiicrelerinde 6nemi
anlasilmistir. MiIRNA ekspresyonunun kontrolii, hiicresel mekanizmanin kararli halini
stirdiirmek i¢in gereklidir. Son zamanlarda, riboniikleazin hem plazmada hem de
serumda mevcut olmasiyla birlikte, hiicre dist miRNA'larin hem sagliklt hem de hasta
kisilerin kaninda dolastig1r kesfedilmistir. Dolasimdaki miRNA'larin ¢ogu apoptotik
cisimler, mikrovezikiiller veya eksozomlar gibi lipid veya lipoprotein komplekslerinin
icerisindedir ve bu nedenle olduk¢a stabildir. Kanser hastalariin kaninda dolasan
miRNA'larin varligr, miRNA'larin yeni bir teshis belirteci olarak hizmet edebilme
olasiligint artirmistir. Bununla birlikte, salgt mekanizmasi ve biyolojik islevi ile ilgili
bilgi smirli oldugundan, hiicre dist miRNA'larin varligimin anlami biiytik 6lciide

belirsizligini korumaktadir (Kosaka, Iguchi, & Ochiya, 2010).

miRNA'lar, kii¢iik endojen kodlamayan RNA'larin ana sinifin1 temsil eder ve
tim insan genlerinin neredeyse iigte birini kontrol eder. miRNA'lar 19-25 niikleotid
uzunlugundadirlar ve hedef mRNA'larin translasyonunu 3’ translate edilmemis
bolgelerine baglanarak negatif regiile ederler. Hedef genlerin mikroRNA tarafindan

transkripsiyonel susturulmasi, homolog mRNA'nin bdlinmesi veya protein sentezinin



spesifik inhibisyonu ile meydana gelebilir. MikroRNA'lar; proliferasyon,
diferansiyasyon, gelisme ve hiicre Olimi gibi hiicresel siireglerin  kritik
diizenleyicileridir. MikroRNA profili ile analiz edilen tiim tiimorler, ayn1 dokudaki
normal hiicrelere kiyasla 6nemli 6l¢lide farklt mikroRNA 6zellikleri sergilemistir. Koti
huylu ve normal hiicreler arasindaki miRNA genlerinin yaygin farkli ekspresyonunun
nedeni, miRNA genlerindeki kromozomal degisiklikler, DNA’da nokta mutasyonlart,
epigenetik mekanizmalar veya miRNA {iretiminden sorumlu mekanizmalardaki
degisiklikler gibi farkli etkenlerle agiklanabilir. (Di Leva & Croce, 2013; Taylor &
Gercel-Taylor, 2008).

Rutin uygulamalarda over kanserinin erken teshisinin zor olmasi ve dolayisiyla
gec evrelerde tespit edilmesi sebebi ile 6liimciil olan over kanserini periferik kan gibi
kolaylikla hastadan alinabilen bir materyal kullanarak erken evrede teshis edebilecek
biyobelirteglere gereksinim duyulmaktadir. Tuncer ve ark. tarafindan 1.U. BAP
koodinatorligii tarafindan desteklenen (Proje No: TDK-2016-20140) ve 2020 yilinda
yayinlanan ¢alismada (Tuncer et al., 2020) yiiksek riskli over kanserli vakalarda,
miRNA mikroarray analizi ile 2549 adet miRNA’da ekspresyon farkliliklar1 belirlenmis
ve bu miRNA’lar arasindan 99 miRNA’nin ekspresyonunun over kanseri erken tanisi ve
etiyolojisinde anlamli oldugu gosterilmistir. Planlanan tez ¢alismasinda, over kanser
etiyolojisinde 6nemli oldugunu diisiindiigiimiiz miR-3653-3p’nin ekspresyon profili,
150 sporadik ve ailesel yiiksek riskli over kanserli grup ve yas, cinsiyet, etnik koken
olarak eslestirilmis 100 saglikli kontrol grubunda arastirilmis ve farkliliklar her iki grup
arasinda karsilagtiritlmistir. Calismada s6z konusu miR-3653-3p’nin yiiksek riskli over
kanserli hastalarin erken tanisinda ve hastaliin prognozunda kullanilabilecek

biyobelirte¢ olma potansiyeli aragtirilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Kadin Ureme Organlari

Overler, pelvisin yan duvarindaki overian fossada yer alan, utero-overian
bagiyla uterusa ve infundibulum pelvik bagiyla pelvik yan duvarina baglanan iki oval

organdir. Her bir over, i¢ medulla ve folikiiller ve stroma igeren dis korteksten olusur.

Genital organlar gonadlar, iireme kanallar1 ve dis genital organlardan olusur.
Genel olarak cinsiyet belirlemeyi etkileyen faktorler transkripsiyonel diizenleyicilerdir

(Graziottin & Gambini, 2015) (Sekil 2.1).

Fallop Tupu Uterus Uterin Tiip

.4“
7 i

Endometriyum

Miyometriyum

Serviks

Sekil 2-1:Kadin iireme sistemi (Bradford, 2017)

2.2. Over Kanseri

Over kanserleri genellikle graniiloz teka hiicrelerinde veya germ hiicrelerinde
gerceklesir. Cogu over kanseri, overlerin mezotelyal yiizeyinden veya Kkortikal

inkluzyon Kkistleri olusturmak icin bu yiizeyin over korteksine invajinasyonundan



kaynaklanir. Normal over yiizey mezotelyumu bagimsiz bir fenetoptir ve oviilasyon ile
baglantil1 olan sinyallere yanit olarak epitel veya mezenkimal fenotiplere modiile etme
potansiyeline sahiptir. Ser6z borderline tiimorler ayr1 bir kategoridedir ve ¢ogu durumda
klinik olarak belirgin bir karsinoma ilerlememektedir. Miisindz karsinomlar ise bazi
durumlarda onceden var olan iyi huylu ve borderline miisinéz tiimorlerden

kaynaklanabilir (Feeley & Wells, 2001).

Over kanseri risk faktorleri arasinda persistant oviilasyon, aile oykiisii, yas ve
kalitsal BRCAL mutasyonuna sahip olmak gibi farkli faktorler yer almaktadir (Corney &
Nikitin, 2008).

2.2.1. Over Kanserinin Alt Tipleri

Benign, borderline ve malign dahil olmak iizere overe ait farkli timér tiirleri
bulunmaktadir. Over tiimorlerinin yaklagik %80’1 benign tiimoérlerdir ve malign ile
borderline tiimdrlerin neredeyse %90’1 40 yasindan sonra teshis edilmektedir. Over
timorleri, over hiicresi orijinine gore siniflandirilmaktadir. Bunlar; yaygin olarak
goriilen epitelyal tiimorler (~%60), germ hiicreleri tiimorleri (%30), seks kord/stromal
timorler (%8) ve over metastatik tiimorleridir. Epitelyal tiimorler, malign over
timorlerinin yaklasik %90’1m1 olustururlar ve yliksek dereceli ser6z adenokarsinomlar
en yaygin olanlaridir (%70). Over kanseri, endometriyal kanserlerden sonra en sik
goriilen jinekolojik malignitedir ve 6lim orani ytliksektir. Erken teshis zor oldugu i¢in
hastalarin dortte iigiinden fazlasinda, tan1 aninda over timdrlerinin pelvise veya

abdomene yayildig: goriiliir (IARC, 2020).

Over tiimoriiniin tipi hastanin yasina gore degisir. Epitelyal hiicre tiimorleri,
genellikle 50 yasin tizerindeki kadinlarda goériiliirken, stromal hiicre tiimorleri her
yastaki kadinda ortaya ¢ikabilir, ancak androblastomlar gibi bazi tiimorler ergenlik
doneminde daha yaygin olabilir. Germ hiicreli tiimorler ise genellikle bir yasindan

kiiciik hastalarda ve 15-19 yas aras1 hastalarda goriilmektedir (Roett & Evans, 2009).

Shih ve arkadaslarinin over tiimor progresyon modeline gore over tiimorleri, tip
I ve tip II olarak iki genis kategoriye ayrilir. Tip I tiimorleri arasinda diisiik dereceli

seroz karsinom, miisindz karsinom, endometrioid karsinom, malignant Brenner



tiimorleri ve berrak hiicreli karsinom bulunur. Tip II timorleri, orta derecede ve zayif
sekilde farklilagsmis ser6z karsinom (yiiksek dereceli ser6z karsinom), malignant karigik
mezodermal tiimorler (karsinosarkomlar) ve farklilasmamis karsinomlardan olusur

(Shih & Kurman, 2004).

Epitelyal over timdrleri oncelikle hiicre tipine gore serdz, miisindz,
endometrioid, berrak hiicreli, transisyonel ve skuamdéz hiicreli tiimorler olarak
smiflandirilir (Prat & Mutch, 2018). Epitelyal over kanseri (EOC), en yaygmn over
kanseri tlriidiir ve gorilme siklig1 seks kord stromal tiimorleri ve germ hiicreli
timorlerden ¢ok daha fazladir. EOC'nin bilinen kaynagi, overin yiizeyini kaplayan tek
bir kiibik hiicre tabakasi olan over yiizey epitelidir (OSE) (Auersperg, Wong, Choi,
Kang, & Leung, 2001). Yasamin erken donemlerinde, OSE genellikle piiriizsiizdiir,
ancak yasla birlikte giderek kivrilir ve bu da inkliizyon kistlerinin sayisinda artisa neden
olur. Invajinasyonlarin sikistirilmasiyla veya postoviilatér yara iyilesmesi sirasinda
epitel hiicrelerinin yakalanmasiyla olusabilen bu tiir kistler, karsinom olusmasi i¢in bir

oncii lezyon olabilir (Corney & Nikitin, 2008).

Ancak yapilan bir diger ¢alisma, over kanseri gelisiminin iki farkli yolunun daha
oldugunu gostermistir. Yapilan ¢alismada, over karsinomlarinin %54’{iniin 6nceden var
olan, 1y1 huylu goriinen kistlerden veya endometriotik kistlerden gelistigi goriilmiistiir.
Bu hastalarda, transvajinal ultrasografi kullanilarak yapilan takipte, boyutta bir artis
ve/veya kistte kat1 bir kisim goriilmiistiir. Bununla birlikte, karsinomali hastalarin kalan
%46'smin tanidan once saptanabilir anormalliklerinin olmadig1 goriilmiistiir ve bu da
bazi over karsinomlarinin 6nceden var olan kistlerden gelismedigini, ancak normal
goriinen bir overden kaynaklaniyor gibi goriindiigiinii diistindiirmektedir (Horiuchi et
al., 2003).

Cinsiyet kordonu stromal tiimdrleri; teka hiicrelerinde, diger stromal hiicrelerde
ve graniiloza hiicrelerinde ve bunlarin testis seks kord benzerleri olan Sertoli ve Leydig
hiicrelerinde ortaya ¢iktig1 diisiiniilen over tiimorleridir. Bu tiimorler genellikle endokrin
belirtiler ile karakterize olup tiim over tiimorlerinin yaklasik %8'ini ve tiim kotli huylu

over tiimorlerinin yaklasik %7'sini olustururlar (V. W. Chen et al., 2003).

Over germ hiicreleri, testis germ hiicresi tiimorleri ile ayni olan bir dizi tiimdriin
kokenidir. Yolk kesesi ile gelismekte olan gonadlar arasindaki gogleri sirasinda mahsur

kalan veya yoldan ¢ikan germ hiicreleri, gonadlarin digindaki germ hiicresi tiimdorlerine



doniisebilir. Bu tiimdrler tiim over tiimorlerinin yaklasik dortte birini olustururken, koti
huylu over tiimorlerin yalnizca %3-7'sini olusturur. Cocuklarda ve ergenlerde gelisen
over neoplazilerinin yarisindan fazlasi (%60) germ hiicresi kokenlidir ve bunlarin {igte
biri kotii huyludur. Fakat yetiskinlerde germ hiicreli tiimorler nispeten seyrektir ve
bunlarin biiyiikk ¢ogunlugu iyi huyludur, ¢ogu olgun kistik teratomlardir (dermoid
kistler). Embriyonal veya somatik yonde farklilasan germ hiicre tiimoérleri teratomlara

neden olmaktadir (V. W. Chen et al., 2003; Prat & Mutch, 2018).

FIGO (International Federation of Gynecology and Obstetrics)’nun 2018 tarihli
raporuna gore over, fallop tiipii ve periton kanseri siniflandirilmasi Tablo 2.1°de

verilmigtir.

Tablo 2-1: Over, fallop tiipii ve periton kanseri icin FIGO siniflandirmasi (Berek, Kehoe,
Kumar, & Friedlander, 2018).

Evre I: Overler veya fallop tiip(ler) ile simirh tiimor

IA: Timor 1 over (kapsiil saglam) veya fallop tiipii ile sinirlt; over veya fallop tiipii yiizeyinde
tiimor yok.

IB: Tiimdr, her iki over (kapsiiller saglam) veya fallop tiipleri ile sinirli; over veya fallop tiipii
ylizeyinde tiimdr yok.

IC: Tiimor; cerrahi dokiilme, kapsiil yirtilmis veya over veya fallop tiipli yiizeyinde timor
olmasi gibi durumlardan biri ile her iki yumurtalik veya fallop tiipii ile sinirlidir.

Evre II: Tiimor, 1 veya her iki over/fallop tiipleri ile pelvik ekstansiyon (pelvik agzin
altinda) veya periton kanserini kapsar.

I1A: Uterus ve/veya fallop tiipleri ve/vey aoverler iizerindeki ekstansiyon ve/veya implantlar.

I1B: Diger pelvik intraperitoneal dokulara ekstansiyon.

Evre III: Tiimér, sitolojik veya histolojik olarak dogrulanmis peritona pelvis disinda
yayllma ve/ veya retroperitoneal lenf diigiimlerine metastaz ile 1 veya her iki over/fallop
tiipii veya periton kanserini kapsar.

I11ALl: Yalmizca pozitif retroperitoneal lenf diigiimleri (sitolojik veya histolojik olarak
kanitlanmisg)

I11A2: Pozitif retroperitoneal lenf diiglimleri olan veya olmayan mikroskobik ekstrapelvik
(pelvik kenarin {istiinde) periton tutulumu




I11B: Retroperitoneal lenf diiglimlerine metastazli veya metastazsiz, pelvisin otesinde 2 cm'ye
kadar en biiyiik boyutta makroskopik peritoneal metastaz

I11C: Retroperitoneal lenf diigiimlerine metastazli veya metastazsiz, pelvisin Stesine 2 cm'den
fazla makroskopik peritoneal metastaz (her iki organda parankimal tutulum olmaksizin tiimériin
karaciger ve dalak kapsiiliine uzanmasini igerir)

Evre IV: Peritoneal metastazlar hari¢c uzak metastaz

Evre IVA: Pozitif sitolojili plevral efiizyon

Evre IVB: Karin dis1 organlara parankimal metastazlar ve metastazlar (kasik lenf diigiimleri ve
karin boslugunun digindaki lenf diigiimleri dahil)

2.2.2. Over Kanserinde Genetik Degisiklikler

Over karsinomlariyla ilgili yapilan molekiiler calismalar, onkogenlerde ve
BRCA1, p53, nm23, PTEN, K-ras, c-myc ve c-erbB-2 gibi tiimor baskilayict genlerde
cesitli genetik ve epigenetik degisiklikler oldugunu ve ayrica cesitli kromozomal

lokuslarda heterozigotluk kaybi oldugunu gostermistir (Horiuchi et al., 2003).

Kalitsal over kanserlerinin ¢ogu, BRCALl veya BRCA2 genlerindeki patojenik
mutasyonlardan  kaynaklanmaktadir. Yiiksek dereceli musindz olmayan over
kanserinde, kadinlarin en az %15'inde BRCA1/2 germline mutasyonlar1 bulunmaktadir
ve daha da 6nemlisi, bu kadinlarin yaklasik %40'inin ailesinde meme veya over kanseri
Oykiisii yoktur. Yiiksek dereceli musin6z olmayan invaziv over kanseri tiim kadinlara,
ailelerinde meme veya over kanseri ge¢misi olmasa bile genetik test Onerilmelidir
(Berek et al., 2018; Yazici et al., 2018). Germline BRCA2 mutasyonlarinin genel
sagkalim oranlari, germ hatti BRCALl mutasyonlarina kiyasla fazladir, bunun nedeni
muhtemelen BRCAZ2'nin fazla platin duyarliligina sahip olmasi ve dolayisiyla da
tedavide BRCALl'e gore kanser hiicrelerinin daha fazla 6ldiiriilebilir olmasidir. BRCA
mutasyonunun gen i¢indeki yeri ve mutasyon tipi de over kanseri gelisme riskini
etkileyebilir. Germline BRCA1 veya BRCA2 mutasyonlari olan hastalarda meme kanseri
veya over kanseri gelisme riski ve tami anindaki ortalama yas; mutasyon tipine,

niikleotid pozisyonuna ve mutasyonun fonksiyonel sonucuna gore degisebilir. BRCAL




ve BRCA2'nin yani sira, DNA onariminda yer alan RAD51C, RAD51D, BRIP1, BARD1
ve PALB2 gibi BRCA yolaklarinin bir pargasi olan genlerdeki germline mutasyonlar da
over kanseri gelisme riskini artirabilirken; CHEK2, MRE11A, RAD50, ATM ve TP53
gibi genlerdeki kalitsal mutasyonlarin da over Kkanseri gelisme riskini artirdig

bilinmektedir (Matulonis et al., 2016).

Lynch sendromu gibi diger kalitsal bozukluklar da over kanseri riskini artirabilir.
Bu sendrom, DNA mismatch onarim genlerinden birinde (MLH1, PMS2, MSH2 veya
MSH®6) germline mutasyonunun kalitimu ile ortaya ¢ikan bir otozomal dominant ailesel

kanser sendromudur (Crispens, 2012).

Diger insan kanserlerinin %80’inde oldugu gibi over kanserinde de p53 ve RB
yolaklarindaki degisiklikler sik¢a goriiliir ve kotii prognozla iliskilidirler (Corney,
Flesken-Nikitin, Choi, & Nikitin, 2008).

2.3. MikroRNA

Asil olarak Caenorhabditis elegans'ta kesfedilen MicroRNA (miRNA), insanlar
dahil ¢ogu Okaryotta bulunur. mMiRNA'nin insan genomunun %1-5'ini olusturdugu ve
protein kodlayan genlerin en az %30'unu diizenledigi diisiiniilmektedir. Bugiine kadar
insan genomu i¢inde ¢ok sayida farkli miRNA molekiili tanimlanmistir. MiRNA
molekiillerinin spesifik hedefleri ve biyolojik fonksiyonlar1 hakkinda ¢ok az sey
bilinmesine ragmen, miRNA'nin ¢esitli hiicresel ve metabolik yollar1 kontrol eden gen
ekspresyonunun  diizenlenmesinde ¢ok Onemli bir rol oynadigi bilinmektedir

(MacFarlane & R. Murphy, 2010).

2.3.1. miRNA’larin Fonksiyonu ve Biyogenezi

miRNA'lar, ¢ogu somatik dokuda baskin kiigiik bir RNA smifidir. Yaklasik 22
niikleotid uzunlugundadirlar ve iki RNase III proteinin, Drosha ve Dicer tarafindan aktif
hale getirilmesiyle olusturulurlar. RNA susturmada miRNA, baz eslesmesi yoluyla

hedef mRNA'lar ile kilavuz gorevi gorirken; AGO proteinleri, translasyonel
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baskilamay1, mRNA deadenilasyonunu ve mRNA bozulmasini indiikleyen faktorleri bir
araya getirerek efektor olarak islev goriir. miRNA baglanma bolgeleri genellikle
mRNA'larin 3’ translate edilmemis bolgesinde (untranslated region-UTR) bulunur.
miRNA'larin 5’ ucundaki 2. niikleotitten 7. niikleotite kadar uzanan hedef tanima igin
¢ok Onemli olan bu bolge "mIRNA seed" olarak adlandirilmaktadir. miRNA'nin
downstream niikleotidleri (6zellikle niikleotid 8 ve daha az 6nemli olan niikleotidler 13-
16) de hedeflerle baz eslesmesine katkida bulunur. insan protein kodlama genlerinin
%60'1ndan fazlasi en az bir korunmus miRNA baglama bdlgesi icerir ve ¢ok sayida
korunmamis bdlgenin de bulundugu goz oniine alindiginda, ¢gogu protein kodlayan gen,

miRNA'larin kontrolii altinda olabilir (Ha & Kim, 2014).

RNA polimeraz III tarafindan kopyalanabilen Alu-tekrarlayan elemanlar icinde
yer alan miRNA'lar hari¢c miRNA genleri, boyutlar1 yiizlerce niikleotitten onlarca
kilobaza kadar degisebilen primer mMIRNA (pri-miRNA) iceren bir stem-loop
olusturmak i¢in RNA polimeraz II (Pol II) tarafindan transkribe edilir. mRNA'lar gibi,
Pol Il transkripsiyonlu pri-miRNA'lar da 5 cap yapist igerir, poliadenile edilir ve splice
edilebilir. Pri-miRNA c¢ekirdek i¢inde, ana bilesenleri RNase III enzimi Drosha ve ¢ift
sarmalli RNA baglanma alani (double-stranded RNA-binding domain - dsSRBD) proteini
DGCRS8/Pasha olan Mikroislemci (Microprocessor) adi da verilen bir multiprotein
kompleksi tarafindan islenir. Bu kompleks, tek sarmalli/¢ift sarmalli RNA birlesiminden
olan mesafeyi Olgerek pri-miRNA sapmi boler ve yaklasik 70-nt hairpin precursor
mMiRNA (pre-miRNA) iiretir. RNase III aracili boliinmenin 6zelligi olan 2-ntlik 3’ uglu
pre-miRNA, Ran-GTP'ye bagl bir mekanizma yoluyla sitoplazmaya tasiyan Exportin5
tarafindan tanmir. Daha sonra, pre-miRNA, baska bir RNase IIl enzimi olan Dicer
tarafindan olgun 22-nt miRNA: miRNA dupleksini tiretmek i¢in boliintir ve dsSRBD
proteinleri ile etkilesime giren TRBP, Argonaute proteini Ago2'yi alir. Dicer ile birlikte,
bir riboniikleoprotein kompleksi olan RNA kaynakli susturma kompleksinin (RNA-
induced silencing complex-RISC) birlesimini baglatan trimerik bir kompleks
olustururlar. 5° ucunda nispeten diisiik baz eslesmesi stabilitesine sahip miRNA ipligi
RISC'ye dahil edilirken miRNA ipligi bozulur. miRNA, RISC'ye dahil edildikten sonra
kompleksi, baz eslestirme etkilesimleriyle RNA hedeflerine yonlendirir. Boliinmenin
gerceklesmesi i¢in  RISC kompleksinin, endoniikleolitik boliinme yapabilen bir
Argonaute proteini igermesi gereklidir (Bushati & Cohen, 2007)(Sekil 2.2).
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Sekil 2-2:miRNA biyogenezi (Bushati & Cohen, 2007).

2.4. Kanser ve miRNA

mMiRNA kontrolii altindaki olaylar arasinda hematopoez, kardiyogenez, blastosist
implantasyonu ve ndronal gelisim yer almaktadir. Fakat arasgtirmalarin ¢ogu,
miRNA'larin hastalikta, 6zellikle de kanserde oynayabilecegi olasi rollere odaklanmistir

(Corney & Nikitin, 2008).

Birgok miRNA farklilasmis hiicre tiplerinde ifade edildiginden, genel miRNA
diizeyleri dokunun farklilasma durumunu yansitabilir ve belki de Drosha’nin
islenmesindeki bir yanlisin neden oldugu diisiiniilebilir. Onemli 6l¢iide farkli miRNA

profilleri ¢esitli timor tiirlerinde goriilebilir, bu da miRNA profillemesinin tanisal ve
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belki de prognostik potansiyele sahip oldugunu diistindiiriir. Bununla birlikte, ¢ogu
MIRNA’nin, timoér olusumunda gergekten aktif bir rol oynaylp oynamadigi

bilinmemektedir (Bushati & Cohen, 2007).

Tanimlanan ilk onkogenik miRNA'lardan biri miRNA-17-92 kiimesidir ve
oncomiRNA-1 olarak da bilinir. Kiime, insanlarda bir polisistronik transkriptten yedi
miRNA'ya (miRNA-17- 5p, miRNA-17-3p, miRNA-18a, miRNA-19a, miRNA-20a,
MIiRNA-19b-1 ve miRNA-92-1) islenen 13q31.3 kromozomunda bulunur. miRNA-17-
92 kiimesi; lenfomalar, akciger kanserleri ve diger kanserler dahil olmak iizere gesitli
kanserlerde upregiile edilir. Onkogenik miRNA'larin bir bagka 6rnegi, hemen hemen
tim kanser tiirlerinde upregiile edilen miRNA-21'dir. Onkogenik miRNA'larin aksine,
malign hiicrelerde ekspresyonu azalmis miRNA'lar, onkogenleri ve/veya hiicre
farklilasmasini veya apoptozu inhibe eden genleri negatif olarak inhibe ederek bir timor
baskilayic1 olarak islev gorebilir. Timor baskilayici genler olarak gorev yapan
miRNA'lar, Ras ve HMGAZ2'yi negatif olarak diizenleyen let-7; B hiicresi lenfoma 2
proteinini negatif olarak regiile eden MIRNA-15a ve miRNA-16-1; apoptoza veya
hiicresel senesense yol agan p53'e bagh bir sekilde DNA hasar1 ve onkogenik stres
tarafindan indiiklenen miRNA-34’tiir (Dong et al., 2013).

Colin ve arkadaglari, 3ql4'te bulunan miR-15a ve miR-16a'nin, artan sagkalim
ile karakterize bir bozukluk olan B hiicreli kronik lenfositik 16semili hastalarda siklikla
silindigini ve/veya downregiile edildigini gostermislerdir. Yapilan g¢aligmada, miR
genlerinin siklikla kirilgan bolgelerde ve ayni zamanda minimal heterozigotluk kaybi
bolgelerinde, minimal amplifikasyon bdlgelerinde (minimal amplikonlar) veya ortak
kirilma noktasi bolgelerinde bulundugunu bildirilmistir. Genel olarak, arastirilan miR
genlerinin %52,5’inin kanserle ilgili genomik bolgeler ile kirllgan bolgelerde oldugu
gosterilmistir (Calin et al., 2004).

MiRNA-155, tek bir miRNA'nin tiimérigenezi indiiklemek igin yeterli olduguna
dair bir ornektir. mMIRNA-155’in asir1 ekspresyonuna sahip transgenik fareler, B hiicreli
l6semiye ve yiiksek dereceli lenfomaya ilerleyen prelosemik bir pre-B hiicre
proliferasyonuna neden olur. Bu da, miR-155'in roliiniin poliklonal ekspansiyonu
indiiklemek oldugunu ve tam transformasyon i¢in sekonder genetik degisikliklerin

olmasin1 kolaylastirdigin1 gostermektedir (Costinean et al., 2006).



13

Barshack ve arkadaslari, formalinle fikse edilmis ve parafine gomiilmiis 76
primer akciger kanseri ve metastatik timorle yaptiklar ¢alismada, primer tiimorlerde
hsa-miR-182’nin, metastatik tiimorlerde hsa-miR-126’nin asirt eksprese edildigini
bulmus ve miRNA’larin akciger tiimorii simiflandirmasi igin biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegini gostermislerdir (Barshack et al., 2010). Szafranska ve arkadaslar1 da
formalinle fikse edilmis ve parafine gomiilmiis 6rneklerle yaptigi ¢alismada, pankreas
kanseri ile referans aldiklar1 normal dokularda yaygin 46 miRNA’nin farkl diizeylerde
eksprese edildigini gostermis, miRNA'larin yeni tani, prognoz ve tedavi igin
biyobelirteg olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir (Szafranska et al., 2008). Tetzlaff
ve arkadaglari, formalinle fikse edilmis ve parafine gomiilmiis dokularla yaptiklari
calismada, papiller tiroid karsinomada 13 miRNA’nin upregiile edildigini ve 26
miRNA’nin downregiile edildigini gostermis ve potansiyel biyobelirte¢ olarak
kullanilabileceklerini  belirtmislerdir (Tetzlaff et al., 2007). Fridman ve arkadaslari,
bobrek tiimorleri igin yaptiklari ¢aligmada, hsa-miR-210, miR221, miR139-5p, hsa-
miR-200c, hsa-miR-126 ve hsa-miR-31 mikro RNA’larinin biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegini bildirmistir (Fridman et al., 2010).

Yapilan farkli ¢alismalarda ekspresse edilen miRNA’lar Tablo 2-2’de

verilmistir.

Tablo 2-2:Kanserler icin potansiyel biyobelirte¢ olarak kullamlabilecegi bildirilen
dolasimdaki tiimor iliskili miRNA'lar (Wang, Zhang, Liu, & Sen, 2014).

Farkh Eksprese

Calisma Dizayni Viicut Sivisi Edilen miRNA Method
. . miR-21, miR-29a,
Eﬁ'fﬁgi’ﬁfrcﬂe Serum miR-126, miR-92, | miR array, qRT-PCR
& miR-93
ggkﬁzkniifne;fll seroz Serum miR-200 ailesi gRT-PCR
Seréz OC ile normal Serum MIR-132, MiR-263, | 12 array, qRT-PCR

let-7b, miR-145

Over kanseri ile benign 8-miRNA. miR-21,

tiimt')rlc?rm farkli Serum miR-141, MiR-200 miR array

evreleri

Endometriozis ve

endometriosisle iligkili Plazma 10-miRNA miR array, qRT-PCR

OC ile normal
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2.4.1. Over Kanserinde miRNA

Zhang ve arkadaslari, kanserde miRNA kopya sayisi1 degisikliklerinin daha
ayrintilt bir goriiniimiinii elde etmek icin over kanseri, meme kanseri ve melanomda
kazanilan/kaybedilen miRNA lokuslarini tanimlamak icin dizi tabanli karsilastirmali
genomik hibridizasyon (array comparative genomic hybridization-aCGH) kullanmustir.
Yapilan analizde, miRNA genlerinde kopya sayisi degisiklikleri saptanmistir. mMiIRNA
kopya degisikliklerinin miRNA ekspresyonuyla ile iligkili oldugunu gdstermislerdir.
Tim tiimor tiplerinde miR-77—92 lokusunun kaybi goriilmiis, ayrica miR-/5a/16—1
lokusunun overlerin % 23.9'unda ve meme kanserlerinin % 24,7'sinde kayboldugu
goriilmiistiir. Ayrica sirasiyla over tiimorlerinin %24,8 ve %51,5’inde Dicerl ve
Argonaute? lokuslarinin kopya sayisinda artis oldugu gozlemlenmistir (Lin Zhang et al.,
2006).

Iorio ve arkadaslar yaptiklari ¢alismada, over kanserinde en fazla asir1 eksprese
edilen miRNA’larin miR-200a, miR-141, miR-200c ve miR200b oldugunu down-regiile
edilen miRNA’larin ise miR-199a, miR-140, miR-145 ve miR-125bl oldugunu
bildirmiglerdir. Bu ¢alismanin sonuglart, miRNA'larin insan EOC'nin patogenezinde

etkili olabilecegini gostermistir (lorio et al., 2007).

Tunger ve arkadaglar, fenotipik olarak diskordant monozigotik ikizleri
karsilastirdiklar1 g¢alismada, miR-1273 g¢-3p, miR-1305, miR-197-3p, miR-3651,
miR6131 ve miR-92a-3p’nin ekspresyonlarinin up-regiile; let-7i - 5p , miR125a-5p,
miR-15b-5p, miR-22 - 3p, miR-3135b, miR320d, miR-342-3p, miR-4430, miR-451a,
miR-664b-5p ve miR-766-3p nin ekspresyonlarinin down-regiile edildigini gostermistir.
Calismada ayrica, BRCAL gen mutasyon tastyicilari ile ilgili down-regiile ve up-regiile
edilen miRNA'lar belirlenmistir. BRCAL gen mutasyonu varhig: ile iliskili miR-4449,
miR-4653-3p, miR-486-5p, miR-5739, miR-6165 ve miR-874-3p dahil olmak iizere
toplam 6 miRNA'min ekspresyonunun up-regiile edildigi ve miR-126-3p, miR-320a,
miR320b, miR-320c, miR-320d, miR-320e, miR-324-3p, miR3656, miR-4284, miR-4428,
miR-4516, miR-4741, miR484, miR-564, miR-6089, miR-6869-5p, miR-6891-5p, miR-
7107-5p ve miR-7847-3p dahil olmak iizere toplam 19 miRNA'nin ifadesinin down-
regiile edildigi bulunmustur. Ayrica, let-7a5p, let-7b-5p, miR-181a-5p, miR-197-3p,
miR-21-5p, miR-223-3p, miR-23a-3p, miR-27a-3p, miR-3653-3p, miR-425-5p, miR-572,
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miR-574-5p, miR-6127 ve miR7641'den olusan 14 miRNA'min ifadesinin up-regiile
edildigi ve let-7i-5p, miR- 25a-5p, miR-15b-5p, miR-150-5p, miR-22-3p, miR-328-3p,
miR-4430, miR-451a, miR-4697-5p, mMIiR-664b-5p ve mIiR-766-3p'den olusan 11
miRNA'nin ifadesinin down-regiile edildigi tespit edilmistir (Tuncer et al., 2020).

2.4.2. miR-3653-3p

miR-3653-39, CUAAGAAGUUGACUGAAG sekansma sahip olan hedef
genleri arasinda CCND2, MYLIP, MTMR4, SMAD5, PTEN genlerinin yer aldig1 bir
kodlamayan kiiciik RNA molekiiliidiir. Bu miRNA’nin Tunger ve arkadaslarinin
yaptiklari ¢aligmada, epitelyal over kanserinde up-regiile edildigi bildirilmistir (Tuncer
et al., 2020).
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3. GEREC VE YONTEM

Deney grubu, Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Kanser Genetigi Bilim
Dali’na basvuran hastalardan 150 over kanserli hasta ile hasta popiilasyonuyla yas,
cinsiyet ve etnik koken olarak eslestirilmis 100 saglikli kisiden olusmaktadir. Deneyde,
grubu olusturan kisilerin periferik kan 6rnekleri kullanilmigtir. Kan 6rnegi alinmadan
once kisilere bilgilendirilmis onam formu imzalatilmistir. Tez ¢alismasi igin Istanbul
Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan onay alinmistir (Etik Kurul Onay1: 28 sayili, 13/11/2020
tarihli toplanti, Dosya No: 2020/1570).

Calismaya alinan hasta ve kontrol grubuna ait RNA’lardan hastalara ait olanlar1

OH, saglikli bireylere ait olanlar1 OK olarak kodlanmistir.

3.1. Gerecler

3.1.1. Kitler ve Kimyasallar

(Calismada kullanilan kitler ve malzemeler tedarikgileriyle birlikte Tablo 3-1’de

verilmistir (Tablo 3-1).

Tablo 3-1:Kitler ve kimyasallar

BIOCHROM - Biocoll Separating Solution (Ficoll)

EDTA - Etilen-Diamin-Tetraasetikasit

SIGMA - Etidyum Bromid (EtBr), Bromfenol Mavisi (BFB)

RIEDEL DE HAEN - Etanol

ZymoResearch - Quick-RNA™ MiniPrep Kit

Universal cDNA Synthesis Kit |1

ID3EAL hsa-mir-3653-3p Exigon RT primer 1plex

ID3EAL Individual miRNA gPCr Assay

IDE3EAL miRNA gPCR MasterMix




3.1.2. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3-2’de verilmistir (Tablo 3-2).

Tablo 3-2:Kullamilan cihazlar

Distile Su Cihazt (MILLIPORE)

37°C Etiiv (NUVE)

56°C Etiiv (NUVE)

Jel Dokiimantasyon Sistemi (BRL)

Manyetik Karistirict (NUVE)

MIC Gergek Zamanli PZR Cihazi (Bio Molecular Systems)

Mikrodalga Firin (ARCELIK)

Mikropipetler (GILSON)

Sivi Azot Tanklar1 (MVY)

Spektrofotometre Nano Drop 2000 (THERMO SCIENTIFIC)

Sogutmasiz Santrifiijler (HETTICH, JOUAN)

Sogutmali Eppendorf Santrifiij (HERAEUS)

Termal Dongii Cihazi (TECHNE)

Vorteks (FINEPZR)

Yatay Jel Elektroforez Tanklar1 ve Jel Dokme Sistemleri (BRL)

Yiiksek Hizli Sogutmali Santrifiij (HERAEUS)

-80 Derin Dondurucu (SANYO)

-30 Derin Dondurucu (SANYO)

17
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3.1.3. Tampon Céozeltiler ve Bilgisayar Programlari

Deneyde; PBS Tampon Cozeltisi, TEB Tampon Cozeltisi, BFB Yiikleme
Tamponu, %]1,5’lik Agaroz, Lysis Buffer, Buffer R ve bilgisayar programlar
kullanilmigtir. Tablo 3-3’te belirtildigi gibi kullanilan ¢ozeltiler hazirlanmigtir (Tablo 3-
3).

Tablo 3-3:Tampon cozeltiler ve bilgisayar programlari

10X PBS Tampon Cozeltisi (1 L) Buffer R. (100mL)
80 g NaCl

49 mL PBS
2 g KClI

2mL FBS
11,5 g Na;HPO4

50 uL EDTA
2 g KH2PO4
10X BFB Yiikleme Tamponu (2 mL) %1,5’lik Agaroz
%1 SDS 1,5 g Agaroz 100mL
5 mg Bromfenol Mavisi 0.5X TEB 5uL
2 mL Gliserol Etidyum Bromiir (10mg/mL)

10X TEB (Tris-EDTA-Borik Asit) Tampon

Cozel Bilgisayar Programlari
ozeltisi

0.88 M Borik Asit
5M Tris 0.02 M IBM Support SPSS 21.0
EDTA (pH :8.00)

1X Lysis Buffer (100mL) Etidyum Bromiir (10 mg/mL)

10 mL 10X Lysis Buffer (ABM)
90 mL distile su
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3.2. Yontemler

3.2.1. Periferik Kandan Lenfosit izolasyonu

Her bir kisiden EDTA’L tiipelere yaklasik 10 mL alinan kan, 1:1 oraninda
9%0,9’luk NaCl igeren izotonik ¢ozelti ile diliie edildi. Diliie edilen kan 2 mL Ficoll
lizerine yavas yavas ecklendi. Sogutmali santrifijde 1970 RPM’de 30 dk.
santrifiijlendikten sonra tiipte alt fazda eritrosit, orta fazda lenfositler ve list fazda
plazma ayristi. Ortada bulunan halka seklindeki lenfosit hiicre fazi pastor pipeti yardimi
ile toplanarak temiz tiipe alindi ve tekrar 1970 RPM’de 10 dk. santrifiij edildi.
Stipernatant dokiildiikten sonra kalan pelletin {lizerine 4 mL PBS pipetaj yapilarak
eklendi ve hiicreler ¢oziildii. Coziilen pellet, kriyo tliplere 1’er mL olacak sekilde
aktarildi. Tipler, 1970 RPM’de 5 dk. santrifiijlenerek ¢oktiiriildiikten sonra siipernatant
dokildii. Elde edilen pelletteki hiicreler, daha sonraki islemler i¢in kademeli olarak
dondurularak 6nce -80°C’ye alindi, daha sonra da uzun siireli saklanmak iizere siv1 azot

tankina koyuldu.

3.2.2. RNA izolasyonu

Hasta ve kontrol orneklerinden elde edilen lenfositlerden total RNA izolasyonu
i¢in Quick-RNA MiniPrep Izolasyon Kiti (ZYMO RESEARCH) kullamlmstir. Kit

protokoliine gore yapilan islemler su sekildedir:

Azot tankina kaldirilmis olan lenfosit hiicreleri ¢ikarildi ve tiim islemler buz
tizerinde gerceklestirildi. Lenfosit hiicrelerini igeren kriyo tiiplerin her birine kit
icerisindeki DNA-RNA Lysis Buffer’dan 300 puL eklenerek hiicrelerin ¢oziilmesi igin
pipetaj yapildi. Bu ¢o6zelti, RNA izolasyon kiti igerisinde yer alan filtre iizerine
aktarilarak 10.000 g’de 30 saniye santrifiijlendi. Bu sekilde hiicre igerisindeki DNA-
RNA molekiilleri aciga ¢ikarildi. Santrifiijleme islemi sonras1t DNA molekiilii filtrede
tutuldu ve RNA molekiilleri alt faza gecti. Alt faz, yeni bir tiipe alind1 ve ayn1 miktarda
%95-100’liik etanol eklenerek 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edildi. Daha sonra kit
igerisindeki RNA Prep Buffer (400 uL) karisim iizerine eklendi ve ardindan 12.000 g’de



20

tekrar santrifiij edilerek biriktirme tiipii i¢erisinde toplanan atik uzaklastirildi. Ardindan
filtrede tutunan RNA molekiillerinin tizerine RNA Wash Buffer (700 pL) eklendi ve
12.000 g’de tekrar santrifiijlenerek yikama islemi gercgeklestirildi. Biriktirme tlipi
icerisinde toplanan atik atildi. RNA Wash Buffer (400 uL) tekrar eklenerek, 12.000
g’de 2 dakika santrifiij edildi. Son olarak 100 pL RNAse-Free Water eklenerek, 1
dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 12.000 g’de 30 saniye santrifiij edildi ve
RNA molekiillerinin ¢oziilerek filtreden tiipiin igerisine toplanmasi saglandi. izole

edilmis RNA boliinerek -80°C’de saklandi.

cDNA sentezinin yapilabilmesi i¢in tim RNA’larin yiiksek kalitede olmasi
beklenir. Kalite kontrolii i¢in RNA’lar, %1,5’luk agaroz jelde 160 volt akimda
yiiriitiildi. Elektroforez sonucunda, yiiriitilen RNA’larda DNA bandinin olmamasi ve
28S/18S rRNA’lar1 temsil eden iki major bandin varligi gibi noktalar dikkate alinarak
cDNA sentezi icin gerekli olan RNA’larin kalitesi kontrol edildi. Daha sonra,
NanoDrop 2000 Spektrofotometre THERMO SCIENTIFIC kullanilarak saflik ve
konsantrasyon 6l¢iimii yapildi. Bunun i¢in diliie edilmemis RNA 6rneklerinden 1’er pLb
kullanildi. RNA o6rneklerinin safligi, A260/A280 dalga boyu oranindan degerlendirildi
ve 1.8-2.2 araliginda olan saf RNA Ornekleri ¢alismaya dahil edildi. Hesaplama su
sekilde yapildi:

RNA konsantrasyonu (pg/mL)= OD260 x Sulandirma Katsayisi(1) x 40ug

RNA’lar porsiyonlanarak -80°C’de saklandi.

3.2.3. cDNA Sentezi

RNA’lar buz igerisinde yavasca ¢ozdiiriildii ve vortekslendi ve hafif diizeyde
santrifiijlenerek tiip i¢inde belli noktada toplanmasi saglandi. Diger biitiin islemler de
buz iizerinde yapildi. cDNA sentezi i¢in ID3EAL miRNA qPCR kiti kullanildi. Kite
iligkin bilesenler Tablo 3-4’te verildi (Tablo 3-4). Bilesenler tabloda verildigi
miktarlarda eklenerek, her bir 6rnek i¢in son hacim 20 pL olacak sekilde hazirlandi.
Ornekler, ters transkriptaz reaksiyonunun gergeklesmesi i¢in BioRad PCR cihazinda
inkiibe edildi. Reaksiyon sikluslari Tablo 3-5’te wverildi (Tablo 3-5). cDNA’lar

reaksiyon sonrasinda -20°C’de saklandi.
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Tablo 3-4:ID3EAL cDNA sentez Kiti icerigi

BiLESEN MIKTAR

Kalip RNA X uL

ID3EAL RT Buffer(4x) 5uL

ID3EAL RT Primer 1-plex 1 (20x) 1 puL

ID3EAL RT Primer 1-plex miR-3653-3p (20x) L

(N<10)

ID3EAL Reverse Transcriptase (20x) 1 uL

Nuclease free water Son hacim 20 pL olacak sekilde

Tablo 3-5:RT reaksiyonu i¢in PCR siklusu

Siklus Sicaklik Siire

1 42°C 30 dakika

1 95°C 5 dakika

3.2.4. Real-Time gPCR

Real-Time qPCR islemi, MIC qPCR Cycler cihazi kullanilarak yapildi ve

sonuclar analiz edildi.

cDNA’lar -20°C’den ¢ikarilarak ¢ozdiiriildii ve sonraki islemler buz iizerinde
gerceklestirildi. Cozdiiriilen cDNA’lar, 1:10 oraninda niikleaz free water ile sulandirildi
ve Tablo 3-6’da verilen miktarlarda karisim, son hacim 20 pL olacak sekilde MIC
qPCR tiiplerine aktarildi (Tablo 3-6). MIC gqPCR tiipleri, MIC qPCR Cycler cihazina
yerlestirlerek Tablo 3-7°de belirtilen siklusa gore reaksiyon gerceklesmesi saglandi.

Sonuglar kaydedildi (Tablo 3-7).



Tablo 3-6:ID3EAL miRNA gPCR Kkiti icerigi
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BIiLESEN MIKTAR
ID3EAL gPCR Master Mix (2x) 10 uL
ID3EAL gPCR assay (10x) 2 uL
Diluted cDNA 5uL
Nuclease-free water 3ul
Tablo 3-7:Real-Time gPCR siklusu
Siklus Sicakhik Siire Reaksiyon
95°C 10 dakika
1x Polimeraz aktivasyonu
40°C 5 dakika
95°C 10 saniye Denatiirasyon
40x
60°C 30 saniye Baglanma/Uzama

3.2.5. Biyoistatistik Analiz

Hasta ve kontrol grubu arasindaki miRNA ekspresyon diizeylerinin

karsilastirilmasi i¢in IBM Support SPSS 21.0 bilgisayar programi kullanildi. Gruplar

arasindaki ekspresyon diizeylerindeki farklarin Fold-Change orani |[FC[>2 ve p<0,05

olarak kabul edildi. Gruplar arasindaki dagilimin normallik varsayim: Kolmogorov-

Smirnov testi ile degerlendirildi. Parametrik olmayan Mann-Whitney U testi ile hasta ve

saglikli grubun gen ekspresyon diizeyleri ve gen ekspresyon diizeyleri ile klinik veriler

arasindaki baglantilar karsilastirildi. Reciever Operator Characteristics Curve (ROC)

analiziyle miR-3653-3p’nin biyobelirteg olarak performansi degerlendirildi. Gruplar

arasindaki farklarin 6nemi, Student t testi (Independent-Samples T-Test) ile analiz

edildi ve Mann-Whitney U ile klinik veriler arasinda ikili karsilagtirmalar yapildi. Son

olarak, Kaplan-Meier testi ile hastalarin sagkalim orani incelendi.
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4. BULGULAR

Tez calismasinda Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Kanser Genetigi
Poliklinigi’ne bagvurmus hastalar arasindan 150 over kanserli hasta ile hasta
popiilasyonuyla yas, cinsiyet ve etnik koken olarak eslestirilmis 100 saglikli kontrol
kullanilmistir. Materyallerin kalite kontroliiniin ardindan deney grubu i¢in toplamda 149
over kanseri hastasina ve 91 saglikli kontrole ait RNA 6rnekleri kullanilmis ve tiim analizler

bu gruplar {izerinden yapilmistir.

4.1. miR-3653-3p’nin Ekspresyon Analiz Sonuclarinin Degerlendirilmesi

miR-3653-3p’nin ekspresyonunu hesaplamak igin 244

formiilii kullanilmistir.
Her hasta Ornegi ve saglikli kontrol Ornegi i¢in ACt ve AACt degerleri Excel
programinda hesaplandiktan sonra 222" degerleri hesaplanmistir. Hesaplamalarda
asagida verilen formiiller kullanilmistir:

ACT= CT (hedef gen)-CT (referans gen)
AACT= ACT (hasta)-ACT (saglikl1 kontrol) ort

2-AACT =2 [(Ct hedef —Ct ref) hasta — (Ct hedef —Ct ref) saglikli kontrol]
Orneklerin bulunan 222¢T degerleri tablo 4-1 ve Tablo 4-2°de verilmistir (Tablo
4-1 ve Tablo 4-2).

Tablo 4-1:Over kanseri hastalarinin 2"**¢T degerleri.

OH NO ;"p";ﬁ%?& OH NO ;“53:32?3' OH NO g‘p‘gﬁ?ﬁe"
OHO01 49,56 OHO16 2,99 OHO31 27,69
OH002 4,44 OHO17 11,09 OH032 44,67
OH003 24,95 OHO18 4,47 OHO33 22,18
OH004 15,68 OHO19 17,28 OHO34 34,56
OH005 2,73 OHO20 2,25 OHO35 0,85
OH006 21,13 OHO21 10,06 OHO36 98,44
OH007 7,22 OHO22 7,32 OHO37 11,72
OH008 2,52 OH023 8,52 OHO38 14,63
OH009 12,92 OHO024 2,85 OHO39 3,76
OHO10 3,03 OH025 2,03 OHO40 0,13
OHO011 2,10 OH026 5,43 OHO041 69,61
OHO12 2,95 OHO27 7,47 OH042 7,57
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OHO013 0,65 OHO028 23,77 OHO043 4,12
OHO014 10,13 OHO029 0,49 OHO044 34,80
OHO015 2,60 OHO030 2,36 OHO045 8,12
OHO046 5,90 OHO082 30,30 OH118 24,95
OHO47 10,64 OHO083 10,28 OH119 5,03
OHO048 1,50 OHO084 4,66 OH120 18,52
OHO049 23,45 OHO085 7,79 OH121 8,46
OHO050 3,27 OHO086 3,46 OH122 4,20
OHO051 41,10 OHO087 4,54 OH123 3,10
OHO052 7,52 OHO088 2,72 OH124 2,36
OHO053 28,27 OHO089 0,37 OH125 6,11
OHO054 8,82 OHO090 1,88 OH126 7,27
OHO055 5,82 OH091 5,86 OH127 2,68
OHO056 12,31 OH092 0,69 OH128 3,87
OHO057 12,31 OHO093 1,49 OH129 12,39
OH058 10,56 OH094 3,87 OH130 514
OHO059 15,36 OH095 8,06 OH131 1,37
OHO060 2,93 OHO096 3,71 OH132 9,86
OHO061 24,27 OHO097 0,85 OH133 36,03
OHO062 7,17 OHO098 2,48 OH134 1,74
OHO063 6,15 OHO099 4,47 OH135 2,93
OHO064 3,41 OH100 1,41 OH136 0,11
OHO065 2,57 OH101 7,42 OH137 1,97
OHO066 3,79 OH102 1,18 OH138 0,53
OHO067 3,89 OH103 4,79 OH139 0,94
OHO068 8,95 OH104 1,55 OH140 0,57
OHO069 6,46 OH105 3,71 OH141 0,60
OHO070 8,95 OH106 2,27 OH142 1,88
OHO071 8,82 OH107 1,04 OH143 1,69
OHO072 17,77 OH108 1,84 OH144 0,06
OHO073 14,33 OH109 3,37 OH145 0,11
OHO074 0,95 OH110 41,68 OH146 0,01
OHO075 11,72 OH111 12,14 OH147 0,05
OHO076 2,43 OH112 0,69 OH148 4,95
OHO77 6,83 OH113 4,23 OH149 0,00
OHO078 20,84 OH114 5,78

OHO079 21,87 OH115 2,87

OHO080 2,77 OH116 5,17

OHO081 1,64 OH117 16,01




Tablo 4-2:Kontrol grubunun 2*4€T degerleri.
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OKO01 11,32 OK31 3,11 OK®61 1,11
OKO02 0,13 OK32 0,70 OK62 0,26
OKO03 1,44 OK33 0,77 OK63 1,31
OKO04 0,62 OK34 1,27 OK®64 0,80
OKO05 27,30 OK35 1,10 OK®65 1,69
OKO06 23,28 OK36 1,11 OK66 1,18
OKO07 1,36 OK37 0,59 OKG67 0,65
OKO08 4,20 OK38 0,80 OK®68 0,42
OKO09 3,03 OK39 1,07 OK®69 2,33
OK10 0,91 OK40 1,23 OK70 0,32
OK11 2,91 OK41 1,37 OK71 0,46
OK12 1,63 OK42 0,96 OK72 0,26
OK13 1,23 OK43 0,47 OK73 0,19
OK14 2,69 OK44 0,13 OK74 0,31
OK15 0,99 OK45 0,78 OK75 0,71
OK16 1,48 OK46 0,67 OK76 0,43
OK17 1,49 OK47 0,79 OK77 0,68
OK18 1,49 OK48 0,25 OK78 0,28
OK19 1,20 OK49 0,85 OK79 1,85
OK20 4,11 OK50 0,35 OK80 1,29
OK21 2,14 OK51 0,69 OK81 1,06
OK22 3,38 OK52 0,80 0OK82 0,44
OK23 2,00 OK53 0,84 OK83 0,50
OK?24 0,18 OK54 0,83 OK®84 4,38
OK25 1,03 OK55 0,41 OK85 1,06
OK26 1,66 OK56 1,03 OK86 0,95
OK27 1,10 OK57 0,71 OK87 3,92
OK28 1,76 OK58 1,07 OK&88 0,11
OK?29 0,74 OK59 3,20 OK89 0,55
OK30 1,30 OK60 1,58 OK90 0,67

OK91 0,41
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Gruplar arasindaki dagilimm normallik varsayimi SPSS v21.0 programinda
Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirilmistir. Test Sonuglart p<0,05 (p:0,000)
oldugu igin gruplar arasinda normal dagilim olmadigi belirlenmis olup, verilerin
incelenmesinde non-parametrik bir test olan Mann-Whitney U testi kullanilmastir.

Mann-Whitney U testi, hasta ve kontrol gruplarinmn 222t degerleri baz aliarak
yapilmistir. Yapilan Mann-Whitney U testine gére miR-3653-3p’nin ifade diizeyinin
hasta gruplarinda saglikli kontrollere gore istatistiksel agidan anlamli oldugu

belirlenmistir (p< 0,05). MiR-3653-3p igin elde edilen p degeri p=0,000"dir (Tablo 4-3).

Tablo 4-3:Hasta ve kontrol gruplari arasinda miR-3653-3p gen ifade diizeyinin Mann-
Whitney U Testi Degerlendirmesi

miR-3653-3p
Mann-Whitney U 4291,500
Wilcoxon W 8477,500
4 -6,225
Asymp Sig. (2-Tailed) ,000
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Hasta ile kontrol gruplarinin miR-3653-3p ekspresyon diizeylerinin
karsilastirilmast  sonucunda, hasta Orneklerinin ekspresyon diizeylerinin, kontrol

grubunun 9,49 kati oldugu saptanmis ve Sekil 4-1’de verilmistir (Sekil 4-1).

miR-3653-3p Ekspresyonu

—_
L]

L 7 T - N =)

Kontrol miR-3653-3p

Sekil 4-1:Over kanseri hastalar1 ve kontrol gruplarinda miR-3653-3p ekspresyon
seviyelerinin karsilastirilmasi.

4.2. qPCR ile Cogaltilan miR-3653-3p Ekspresyon Egrileri

miR-3653-3p i¢in MIC qPCR’a yiiklenen hasta ve kontrol 6rneklerinin olusturdugu
Real Time PCR egrileri Sekil 4-2 ve 4-3’te verilmistir (Sekil 4-2 ve 4-3).
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Sekil 4-2:miR-3653-3p ekspresyonunun over kanserli hasta (OH) orneklerinde qPCR
egrileri.

Sekil 4-3:miR-3653-3p ekspresyonunun kontrol érneklerinde (OK) gPCR egrileri.
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4.3. miR-3653-3p’nin Ekspresyon Diizeyi ile Hastalarin Klinik Bilgileri Arasindaki
Tiski

Over kanseri hastalar, ek taniya sahip hastalar ve saglikli kontrol grubunda,
miR-3653-3p ekspresyon diizeyleri arasindaki iliski Mann-Whitney U testi ile
degerlendirilmis ve sonug istatistiksel olarak anlamli (P=0,000) bulunmustur. miR-

3653-3p ekspresyon diizeylerinin karsilastiritlmasi Tablo 4-4’te verilmistir (Tablo 4-4).

Sadece over kanseri tanisi alan 124 hastanin 15’inde (%12,1) miR-3653-3p
ekspresyon diizeyinin azaldigi, 109’unda (%87,9) ise arttigi saptanmistir. Hem over
hem de meme kanseri olmak iizere iki farkli primer timor tanist almis 17 hastanin
2’inde (%11,8) ekspresyon diizeyinin azaldig1 gozlenirken, 15’inin (%88,2) ise artmis
oldugu saptanmistir. Ayn1 anda over ve endometriyum kanser tanisina sahip 3 hastanin
2’sinde (%66,7) miR-3653-3p ekspresyon diizeyinin azaldigi, 1’inde (%33,3) arttigi
gosterilmistir. Over kanseri ile birlikte meme ve endometriyum disinda bagka herhangi
bir kanser tanist almis 5 hastanin tamaminda miR-3653-3p ekspresyon diizeyinin artmis

oldugunu saptanmustir.

Tablo 4-4:miR-3653-3p ekspresyon diizeylerinin tani ile karsilastirilmasi.

miR-3653-3p
Ekspresyonu Toplam P Degeri
Azalmis Artmis
Tam Saghkh 45 (%49,5) | 46 (%50,5) | 91 (%37,9)
Meme ve over 2 (%11,8) 15 (%88,2) | 17 (%7,1)
Over 15 (%12,1) | 109 (%87,9) | 124 (%51,7)
Over ve 2 (%66,7) 1 (%33,3) 3(%1,2) P:0,000
Endometriyum
Over ve diger 0 (%0) 5(%100,0) |5 (%2,1)
Toplam 64 (%26,7) | 176 (%73,3) | 240

Over kanseri hastalarda miR-3653-3p ekspresyon diizeyleri ile hastalarin tani
yaslari, klinik evreleri, tiimor ¢api, metastaz durumu, cerrahi, radyasyon ya da
kemoterapi gibi tedavi segenekleri, menopoz durumlari, oral kontraseptif kullanimi,
Osrojen/progesteron kullanimi, infertilite tedavisi, hamilelik durumu, emzirme siiresi,
sigara ve alkol kullanim1 gibi degiskenler arasindaki iliski Mann-Whitney U testi ile
degerlendirilmistir ve sonuglar Tablo 4-5’te verilmistir (Tablo 4-5).
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Sonug olarak; over kanseri hastalarin miR-3653-3p ekspresyon diizeyleri ile
hastalarin tan1 yaslar1 (p=0,595), Kklinik evreleri (p=0,253), timor capi (p=0,641),
metastaz durumu (p=0,152), cerrahi (p=0,386), radyasyon (p=0,824) ya da kemoterapi
(p=0,212) gibi tedavi segenekleri, menopoz durumlart (p=0,285), oral kontraseptif
kullanimi (p=0,960), 0&strojen/progesteron kullanimi1 (p=0,856), infertilite tedavisi
(p=0,901), hamilelik durumu (p=0,265), emzirme siiresi (p=0,889), sigara (p=0,892) ve
alkol kullanim1 (p=0,633) gibi degiskenler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamustir.

Hastalarin  yaslartyla miR-3653-3p ekspresyon diizeyi arasindaki iliski
incelendiginde; 40 yasin altinda tan1 almis olan 25 hastanin 4’tinde (%16) ekspresyon
seviyesi azalirken, 21’inde (%84) ise ekspresyon diizeyinde artis saptanmistir. Tan1 yasi
40 yasin istiinde olan 124 hastanin 15’inde (%12,1) ekspresyon diizeyinde azals,
109’unda (%87,9) artis saptanmustir.

Hastalarin klinik evreleriyle miR-3653-3p ekspresyon diizeyi arasindaki iliski
incelendiginde; degerlendirmeye alinan 149 hastanin, evre I-11 olan 32 hastanin 6’sinda
(%18,8) ekspresyonda azalig, 26’sinda (%81,2) artis goriilmiistiir. Evre 111-1V olan 117
hastanin 13’tinde (%11,1) azalis, 104’ iinde (%88,9) artis oldugu saptanmustir.

Hastalarin tiimor ¢aplartyla miR-3653-3p ekspresyon diizeyi arasindaki iliski
incelendiginde; timor g¢apt <2 cm’den kiiciik olan 33 hastanin 5’inde (%15,2)
ekspresyon diizeyinin azaldig1 gozlenirken, 28’inde (%84,8) arttig1 gézlenmistir. Timor
¢ap1 2 cm ve 2 cm’den biiyiik olan (>=2 cm) 116 hastanin 14’tinde (%12,1) ekspresyon
seviyesinin azaldigi, 102’sinde (%87,9) ise arttig1 saptanmustir.

Hastalarin metastaz durumuyla miR-3653-3p ekspresyon diizeyi arasindaki iligki
incelendiginde; Metastaz yapmis olan 100 hastanin 10’unda (%210) ekspresyon
diizeyinin azaldig1 goriiliirken, 90’inda (%90) arttig1 goriilmiistiir. Metastaz yapmamis

49 hastanin 9’unda (%18,4) ekspresyon diizeyi azalmis, 40’ inda (%81,6) ise artmustir.

Hastalarin tedavi yontemleriyle miR-3653-3p ekspresyon diizeyi arasindaki
iliski incelendiginde; cerrahi yontem uygulanan 144 hastanin 19’unda (%13,2)
ekspresyon diizeyi azalirken, 125’inde (%86,8) ekspresyon diizeyinin arttigi
goriilmiistiir. Cerrahi islem gergeklestirilmemis 5 hastanin tamaminda ise miR-3653-3p
ekspresyon diizeyinin arttig1 saptanmistir. Tedavi yontemlerinden radyasyon uygulanan

18 hastanin 2’sinde (%]11,1) ekspresyon diizeyi azalirken, 16’sinda (%88,9) ekspresyon
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diizeyinin arttig1 gorilmiistir. Radyasyon uygulanmamis 131 hastanin 17’sinde (%13)
ekspresyon diizeyi azalirken, 114’tinde (%87) miR-3653-3p ekspresyon diizeyinin
arttig1 saptanmistir. Tedavi yontemlerinden kemoretapi uygulanan 139 hastanin 19’unda
(%13,7) ekspresyon diizeyi azalirken, 120’sinde (%86,3) ekspresyon diizeyinin arttigi
goriilmugtiir. Kemoterapi uygulanmamig 10 hastanin tamaminda ise miR-3653-3p

ekspresyon diizeyinin arttig1 saptanmaistir.

Hastalarin menopoz durumlariyla miR-3653-3p ekspresyon diizeyi arasindaki
iliski incelendiginde; premenopozal dénemde olan 72 hastanin 7’sinde (%9,7) ekspresyon
diizeyi azalirken, 65’inde (%90,3) ekspresyon diizeyinin arttigt gorilmistiir.
Postmenopozal donemde olan 77 hastanin 12’sinde (%15,6) ekspresyon diizeyi

azalirken, 65’inde (%84,4) ekspresyon diizeyinin arttig1 saptanmustir.

Hastalarin oral kontraseptif kullanimiyla miR-3653-3p ekspresyon diizeyi
arasindaki iligski incelendiginde; Oral kontraseptif kullanan 46 hastanin 6’sinda (%]13)
ekspresyon diizeyi azalirken, 40’inda (%87) ekspresyon diizeyinin arttigi gorilmiistiir.
Oral kontraseptif kullanmayan 102 hastanin 13’tinde (%12,6) ekspresyon diizeyi

azalirken, 90’1inda (%87,4) ekspresyon diizeyinin arttig1 saptanmistir.

Hastalarin dstrojen/progesteron kullanimiyla miR-3653-3p ekspresyon diizeyi
arasindaki iligki incelendiginde; Ostrojen/progesteron kullanmayan 131 hastanin 17’sinde
(%13) ekspresyon diizeyi azalirken, 114’tinde (%87) ekspresyon diizeyinin arttigi
gorilmustiir. 1-5 y1l 6strojen/progesteron kullanan 13 hastanin 1’inde (%7,7) ekspresyon
diizeyi azalirken, 12’sinde (%92,3) ekspresyon diizeyinin arttigi saptanmistir. >5 yil
Ostrojen/progesteron kullanan 5 hastanin 1’inde (%20) ekspresyon diizeyi azalirken,

4’{inde (%80) ekspresyon diizeyinin arttig1 gorillmiistiir.

Hastalarin infertilite tedavisi alip almamasiyla miR-3653-3p ekspresyon diizeyi
arasindaki iliski incelendiginde; infertilite tedavisi alan 7 hastanin 1’inde (%14,3)
ekspresyon diizeyi azalirken, 6’sinda (%85,7) ekspresyon diizeyinin arttigi goriilmiistiir.
infertilite tedavisi almayan 142 hastanin 18’inde (%12,7) ekspresyon diizeyi azalirken,

124’iinde (%87,3) ekspresyon diizeyinin arttig1 saptanmistir.

Hastalarin hamilelik durumuyla miR-3653-3p ekspresyon diizeyi arasindaki
iliski incelendiginde; daha o6nce dogum yapmis 119 hastanin 17’sinde (%14,3)
ekspresyon diizeyi azalirken, 102’sinde (%85,7) ekspresyon diizeyinin arttigi
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goriilmiistiir. Daha once dogum yapmamis 30 hastanin 2’sinde (%6,7) ekspresyon

diizeyi azalirken, 28’inde (%93,3) ekspresyon diizeyinin arttig1 goriilmiistiir.

Hastalarin emzirme siiresiyle miR-3653-3p ekspresyon diizeyi arasindaki iliski
incelendiginde; emzirme siiresi <6 ay olan 45 hastanin 6’sinda (%13,3) ekspresyon
diizeyi azalirken, 39’unda (%86,7) ekspresyon diizeyinin arttig1 gorilmistiir. Emzirme
sliresi >6 ay olan 104 hastanin 13’tinde (%12,5) ekspresyon diizeyi azalirken, 91’inde

(%87,5) ekspresyon diizeyinin arttig1 saptanmuistir.

Hastalarin sigara ve alkol kullanimiyla miR-3653-3p ekspresyon diizeyi
arasindaki iliski incelendiginde; sigara kullanan 57 hastanin 7’sinde (%12,3) ekspresyon
diizeyi azalirken, 50’sinde (%87,7) ekspresyon diizeyinin arttigi gorilmistiir. sigara
kullanmayan 92 hastanin 12’sinde (%13) ekspresyon diizeyi azalirken, 80’inde (%87)
ekspresyon diizeyinin arttigi saptanmustir. Alkol kullanan 21 hastanin 2’sinde (%9,5)
19°’unda (%90,5)
goriilmugtiir. Alkol kullanmayan 128 hastanin 17’sinde (%13,3) ekspresyon diizeyi

ekspresyon diizeyi azalirken, ekspresyon diizeyinin arttig1

azalirken, 111’inde (%86,7) ekspresyon diizeyinin arttigi goriilmustiir.

Tablo 4-5:miR-3653-3p'nin ekspresyon diizeyi ile klinik degiskenler arasindaki iliski.

Ozellikler miR-3653-3p Ekspresyonu

Ekspresyon Azalmis Artmis Toplam P Degeri
Diizeyi n(%o) n(%o) n(%o)

Yas Ortalamasi 49+10,8 (24-84)

<40 4(%16) 21(%84) 25 (%16,8)

>40 15 (%12,1) 109 (%87,9) 124 (%83,2) 0,595
Toplam n (%) |19 (%12,8) 130 (%87,2) 149

Evre

Evre I-11 6 (%18,8) 26(%81,2) 32 (%21,5)

Evre H11-1V 13(%11,1) 104(%88,9) 117 (%78,5) 0,253
Toplam n (%) |19 (%12,8) 130 (%87,2) 149

Tiimor Cap1

<2cm 5 (%15,2) 28 (%84,8) 33 (%22.1)

>2cm 14(%12,1) 102(%87,9) 116 (%77,9) 0,641
Toplam n (%) |19 (%12,8) 130 (%87,2) 149




33

Metastaz Durumu

Hayir 9(%18,4) 40 (%81,6) 49 (%32,9)

Evet 10(%10) 90(%90) 100 (%67,1) 0,152
Toplam n (%) |19 (%12,8) 130 (%87,2) 149

Tedavi

Cerrahi

Hayir 0 (%0) 5 (%100) 5 (%3,4)

Evet 19 (%132)  |125(%86,8) | 144(%96.6) 0.386
Toplam n (%) |19 (%12,8) 130 (%87,2) 149

Radyasyon

Hayir 17 (%13) 114 (%87) 131 (%87,9)

Evet 2(%11,1) 16 (%88,9) |18 (%12.1) 0.824
Toplam n (%) |19 (%12,8) 130 (%87,2) 149

Kemoterapi

Hayir 0 (%0) 10 (%2100) 10 (%6,7)

Evet 19 (%13,7) 120(%86,3) 139(%93,3) 0,212
Toplam n (%) |19 (%12,8) 130 (%87,2) 149

Tani Sirasindaki Menopoz Durumu

Premenopozal |7 (%9,7) 65 (%90.3) 72 (%48,3)

Postmenopozal |12(%15,6) 65 (%84,4) 77 (%51,7) 0,285
Toplam n (%) |19 (%12,8) 130 (%87,2) 149

Oral Kontraseptif Kullanimi

Hayir 13 (%12,6) 90 (%87,4) 103 (%69,1)

Evet 6 (%13) 40 (%87) 46 (%30,9) 0,943
Toplam n (%) |19 (%12,8) 130 (%87,2) 149

Ostrojen/Progesteron Kullanimi

Hayir 17 (%13) 114 (%87) 131 (%87,9)

1-5yil 1 (%7,7) 12 (%92,3) 13 (%8,7) S
>5 yil 1( %20) 4(%80) 5(%3,4) '
Toplam n (%) |19 (%12,8) 130 (%87,2) 149
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Infertilite Tedavisi

Hayir 18 (%12,7) 124 (%87,3) 142 (%95,3)

Evet 1 (%14,3) 6 (%85,7) 7 (%4,7) 0,901
Toplam n (%) |19 (%12,8) 130 (%87,2) 149

Hamilelik Durumu

Hayir 2 (%6,7) 28(%93,3) 30 (%20,1)

Evet 17 (%14,3) 102 (%85,7) 119 (%79,9) 0.265
Toplam n (%) |19 (%12,8) 130 (%87,2) 149

Emzirme Siiresi

<6 ay 6 (%13,3) 39 (%86,7) 45 (%30,2)

>6 ay 13 (%12,5) 91(%87,5) 104 (%69,8) 0,889
Toplam n (%) |19 (%12,8) 130 (%87,2) 149

Sigara

Hayir 12 (%13) 80 (%87) 92 (%61,7)

Evet 7 (%12,3) 50 (%87,7) 57 (%38,3) 0,892
Toplam n (%) |19 (%12,8) 130 (%87,2) 149

Alkol

Hayir 17 (%13,3) 111 (%86,7) 128 (%85,9)

Evet 2 (%9,5) 19 (%90,5) 21 (%14,1) 0,633
Toplam n (%) |19 (%12,8) 130 (%87,2) 149

4.4. miR-3653-3p’nin Ekspresyon Diizeyi ile Tiimor Histolojik Alt Tipleri
Arasidaki Tliski

miR-3653-3p ekspresyon diizeyleri ile tiimor histolojik alt tipleri arasindaki

iliski Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmis ve sonug istatistiksel olarak anlamsiz

(P=0,585) bulunmustur. Sonuglar Tablo 4-6’da verilmistir (Tablo 4-6).

Serdz histolojik alt tipine sahip 133 hastanin 16’sinda (%12) ekspresyon diizeyi

azalirken, 117’sinde (%88) ekspresyon diizeyinin arttig1 goriilmistiir. Miisinéz

histolojik alt tipine sahip toplam 6 hastanin 2’sinde (%33,3) ekspresyon diizeyi

azalirken, 4’tinde (%66,7) ekspresyon diizeyinin arttigi gorilmiistiir. Berrak hiicreli
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karsinom histolojik alt tipine sahip 9 hastanin hepsinde (%100) ekspresyon diizeyinin
artmis oldugu goriilmiistiir. Endometrioid histolojik alt tipine sahip sadece 1 hasta
vardir ve bu 1 hastanin ekspresyon diizeyinin azalmis oldugu goriilmiistiir. Caligsma
grubunda yer alan over kanserli hastalar histolojik alt tiplerine gére miR-3653-3p
ekspresyon diizeyi ile karsilagtirildigina istatistiksel olarak bir fark olmadigi

saptanmuistir (p:0,465).

Tablo 4-6:miR-3653-3p ekspresyon diizeylerinin tiimor histolojik alt tipleri ile

karsilastirilmasi.
miR-3653-3p Ekspresyonu P
Azalmis Artmis goplam Degeri
Histolojik | Seroz 16 (%12) 117 (%88) 133 (%89,3)
tipler Miisinoz 2 (%33,3) 4 (%66,7) 6 (%4)
Berrak hiicreli 0 (%0) 9 (%100) 9 (%6)
karsinom 0,465
Endometrioid 1 (%100) 0 (%0) 1 (%0,7)
Toplam 19 (%12,8) 130 (%87,2) | 149

4.5. miR-3653-3p’nin Ekspresyon Diizeyi ile Hastalarin Aile Hikayeleri Arasindaki
Tiski

Yaptigimiz ¢alismada, over kanseri hastalarinin ailesinde meme ve over kanseri
Oykiisti bulunan kisi sayisiyla, miR-3653-3p ekspresyon diizeyleri arasindaki iligkiye

bakilmis ve sonug istatistiksel olarak anlamli bir sonug bulunamamistir (p=0,789).

Ailede meme ve over kanser sayisi <2 olan 114 hastanin 15’inde (%13,2)
ekspresyon diizeyi azalirken, 99’unda (%86,8) ekspresyon diizeyinin arttigi
goriilmiistiir. Ailede meme ve over kanser sayisi >2 olan 35 hastanin 4’tinde (%11,4)
ekspresyon diizeyi azalirken, 31’inde (%88,6) ekspresyon diizeyinin arttig1 saptanmistir.

Tablo 4-7°de analiz sonuglari yer almaktadir (Tablo 4-7).
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Tablo 4-7:Ailedeki kanser hikayesi ile miR-3653-3p ekspresyon diizeyi arasindaki iliski

mMiR-3653-3p Ekspresyonu
P presy Toplam p Degeri
Azalmis Artmis
0, 0, 0,

Ailede meme ve over | <2 15(13,2%) 99(86,8%) 114(76,5%)
kanser sayisi >y |4(11,4%) 31(88,6%) 35(23,5%) 0,789
Toplam 19 (%12,8) 130 (%87,2) |149
4.6. ROC Analizi

Over kanserli hasta ve saglikli kontrol grubunu ayirt edebilme giiclini, yani

inceledigimiz miR-3653-3p’nin aday biyobelirteg¢ olarak tanisal performansini

gosterebilmek amaci ile Reciever Operator Characteristics (ROC) analizi yapildi. Tablo
4-8 ve Sekil 4-4’te verilen her bir miRNA igin belirlenen ROC-AUC degerleri ve %95

CI (Gliven Araligl) sonuglari yer almaktadir. Bu sonuglara gore over kanserli hastalarin

tanisinda, miR-3653-3p miRNA degiskenlerinin tanisal giicii istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.005) (Tablo 4-8 ve Sekil 4-4).

Tablo 4-8:Over kanserli hasta ve saghkl grubun ayrilmasinda miR-3653-3p'nin ROC-

AUC degeri.
MiRNA ROC-AUC %95 CI p degeri
miR-3653-3p 0,833 0,779 - 0,887 0.000
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Sekil 4-4:Over kanserli hasta ve saghkli grubun ayrilmasinda miR-3653-3p'nin ROC-AUC
egrisi.

4.7. Sagkalhim Analizi

Calismada inceledigimiz over kanserli hastalarin ortalama sagkalim siiresi 98 (SD
+47) aydir ve 2010-2020 yillar1 arasinda taradigimiz 149 hastadan, 26 (17.4%)’sinin
oldiigi, 123 (82.6%) hastanin tanidan sonra hayatta kaldigi tespit edilmistir.

Arastirdigimiz miR-3653-3p ifade diizeyinin sagkalim siiresini etkileyen
degiskenler olup olmadigimi incelemek amaci ile Kaplan-Meier analizi yapilmistir ve
gen ifade diizeyleri ile sagkalim siiresi arasinda bir korelasyon bulunmamuistir (p>0.005)
(Tablo 4-9 ve Sekil 4-5).

Tablo 4-9:miR-3653-3p ekspresyon diizeyleri ile sagkalim siireleri arasindaki korelasyon.

Chi-Square df p Degeri

Log Rank (Mantel-

Cox) ,449 1 ,503
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Survival Functions
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Sekil 4-5:miR-3653-3p ekspresyon diizeyleri ile sagkalim siireleri arasindaki korelasyon
grafigi.

4.8. STRING Analizi

TargetScan kullanilarak yapilan analizde miR-3653-3p ile iligkili olabilecek
5462 gen bulundu, miRTarBase ve miRTargetLink Human veri tabanlar1 kullanilarak
miR-3653-3p ile iliskili genler 118’¢ diistiriildii.

Saptanan gen hedeflerinin protein diizeyinde etkilesimleri STRING analizi ile
belirlendi. STRING analizi sonucu, miR-3653-3p’nin saptanan gen hedeflerinin protein
diizeyindeki etkilesim sonucu anlamli bulundu (p=0,0206). STRING analizi protein

etkilesimlerinin network gosterimi Sekil 4.6’da verilmistir (Sekil 4-6).

mir-3653-3p’ye ait belirlenen hedef genlerden bazilar1 CCND2, MYLIP,
MTMR4, SMADS5, PTENdir ve bu genlerin over kanseri ve bagka kanser tiirleriyle
iliskisi oldugu bilinmektedir (Alvarez-GarCia, Tawil, Wise, & Leslie, 2019; Bourgonje
et al., 2016; Cafri et al., 2019; Chang, Guo, Yuan, Shi, & Zhang, 2018; Hung et al.,
2018; Ngeow, Sesock, & Eng, 2017; L. Zhao, Zhao, He, & Mao, 2017; Zheng et al.,
2019).
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Sekil 4-6:STRING analizi protein etkilesimlerinin network icindeki etkilesimlerinin
goriiniimii.
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5. TARTISMA

IARC’nin 2020 verilerine gore over kanseri, Diinya’da her yasta kadinlarda
goriilen kanser tiirlerinde sekizinci sirada, Tirkiye’de ise yedinci sirada yer almaktadir.
Sadece 2020 yilinda Diinya’da 313.959 yeni over kanseri vakasi tanimlanmis ve
207.252 olim kaydedilmistir. Tiirkiye’de ise 4059 over kanseri vakasi tanimlanmis ve

2730 oliim kaydedilmistir (Global Cancer Observatory, 2020; WHO, 2020).

Gilinimiizde over kanseri tarama  stratejileri, transvajinal ultrason
goriintiilemeyle birlikte kan bazli biyobelirteglere dayanmaktadir. Over kanseri teshisi
icin yaygin olarak kan bazli biyobelirte¢c olarak serum CA-125 diizeyine bakilsa da,
yiksek CA-125; hamilelik, endometriozis, adenomiyoz, uterin fibroidler, pelvik
enflamatuar hastalik, menstriilasyon ve iyi huylu kistler gibi ¢esitli durumlarla da
iliskilendirildigi i¢in ne tek basina yeterince duyarhidir ne de tan1 koymaya yetecek
kadar spesifiktir. Serum CA-125 diizeyi; pankreas, gogiis, akciger, mide ve kolon
kanserleri gibi diger malign durumlarda da yiikselebilir. Bu nedenle, CA-125
seviyesinin Ol¢iilmesi, karmagik bir over Kistinin ameliyati 6ncesi degerlendirilmesinde
genellikle yardimer olmaz ve bu nedenle kesin tani igin genellikle cerrahi yontem

kullanilir (Cannistra, 2004).

MikroRNA'larin disregiilasyonlari, kanser dahil bir¢cok hastaligin gelisimi ile
iliskilendirilmistir. Cesitli ¢alismalar, miRNA'larin hastalikli dokularda farkli sekillerde
eksprese edildigini ve plazma, serum ve diger viicut sivilarinda farkli sekillerde ve
miktarlarda bulundugunu ve bunun da onlart potansiyel olarak rutin klinik tanida
kullanmak i¢in faydali olabilecegini gostermistir. Dolasimdaki miRNA'larin ve
ekzozomal miRNA'larin; viral enfeksiyonlar, sinir sistemi bozukluklari, kardiyovaskiiler
bozukluklar, diyabet dahil diger hastaliklar ve farkli kanser tiirleri ig¢in biyobelirte¢
olarak kullanilabilecegi one siiriilmiistiir (Tuncer et al., 2020; Wang, Chen, & Sen,
2016).

Mitchell ve arkadaglari, miRNA’larin insan plazmasinda endojen RNaz
aktivitesinden korundugunu ve kararli bir formda bulundugunu gosteren bir ¢alisma
yapmustir. Insan kanserinin periferik kandan tespiti icin énemli bir yaklasim sunmuslar

ve serum ile plazmada tiimorden kaynakli miRNA Olglimiiniin miimkiin oldugunu
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gostermislerdir (Mitchell et al., 2008). Wang ve arkadaslart da, bazi ¢aligmalarda
periferik kanda dolasan miRNA'larin tan1 ve prognozu ic¢in kullanildigini, ¢esitli
kanserlerin ve diger hastaliklarin erken teshisi i¢in yeni invazif olmayan biyobelirtegler

olarak islev gorebilecegini belirtmistir (Tuncer et al., 2020; Wang et al., 2014).

Tunger ve arkadaslarinin, fenotipik olarak diskordant monozigotik ikizlerin
periferik kan lenfositlerinde yaptiklari ¢aligmada, mMiR-3653-3p’nin epitelyal over
kanseri riski olan kisilerde upregiile oldugu gosterilmistir (Tuncer et al., 2020). Zhao ve
arkadaglarinin in silico olarak yaptiklar1 ¢alismada ise, over kanserli hastalarin timor
doku orneklerinde miR-3653-3p ekspresyon farkliliginin over kanseri sagkalimi ile

iliskili oldugu bildirilmistir (J. Zhao et al., 2021).

Gao ve arkadaslari, Cin’deki Uygur popiilasyonuyla yaptiklar1 g¢aligmada
servikal kanseri olan hastalarda insan papilloma viriisii (HPV) enfeksiyonunu incelemis
ve aragtirdiklar1 140 miRNA’dan biri olan miR-3653’iin bu kanser tiirii ve HPV igin
biyobelirteg olarak kullanilabilecegini belirtmistir (Gao, Zhang, Zhu, Liu, & Wang,
2016). Lin ve arkadaslari, 418 akciger adenokarsinomu (LUAD) olan hastada miRNA
ekspresyon profillerini analiz etmis ve tespit ettikleri 185 miRNA’dan biri olan miR-
3653’tin prognostik biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir (Lin et al.,
2016). Zhu ve arkadaslari, kolon kanseri dokularinda ve hiicre hatlarinda yaptiklari
calismada miR-3653"tin ekspresyonunun onemli Olglide azaldigini ve Zeb2 geninin
ekspresyonunu inhibe ettigini bulmuslardir. Bu nedenle de miR-3653’tin kolon
kanserinde biyobelirte¢ ve terapdtik hedef olarak kullanilabilecegine vurgu yapmislardir
(Zhu et al., 2019). Chen ve arkadaslari, glioma hastalarin prognozunda miR-3653"{in
ekspresyonunu arastirmis ve normal dokulara gore ekspresyonunun azaldigim
bulmuslardir. Ayrica ekspresyonunun azalmasinin daha biiyiik timdr boyutu, lenf nodu
metastaziyla da iligkili oldugunu ortaya koymus, 5 yillik sagkalim oraninin koti
oldugunu belirtmistir. Bu ¢alismada, miR-3653’lin glioma i¢in prognostik biyobelirteg
olarak kullanilabilecegine vurgu yapilmistir (Y. Chen et al.,, 2019). Zhang ve
arkadaslari, hepatoselliiler karsinomda (HCC) miR-3653 ekspresyonunu arastirmis ve
sonug olarak HCC’de ekspresyonun onemli dl¢iide azaldigini gostermislerdir. Azalmis
miR-3653 ekspresyonunu, olumsuz klinik ozelliklerle ve kotii  prognozla
iligkilendirmistir (Lijuan Zhang, Zhang, Deng, & Sun, 2019). Gill ve arkadaslari,
pankreas noroendokrin tiimdrleriyle (PNET) yaptiktiklart miRNA arastirmasinda, miR-
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3653’lin pankreas noroendokrin tiimorlerinde ekspresyonunun fazla oldugunu bulmus
ve metastazda artigla ilgili olabilecegini belirtmistir (Gill et al., 2019). Sathipati ve
arkadaslari, akciger adenokarsinomunda yaptiklart miRNA arastirmasinda akciger
adenokarsinomu ile iliskili 18 miRNA saptamis ve bunlardan birinin de miR-3653
oldugunu gostermislerdir. Bu miRNA’larin akciger adenokarsinomu i¢in yeni terapdtik
yaklagimlarin gelistirilmesinde yardimci olabilecegini belirtmistir (Yerukala Sathipati &
Ho, 2017). Slotta-Huspenina ve arkadaslarinin, miRNA analizi ile 6zafagusun skuaméz
hiicreli karsinomuna (ESCC) sahip hastalarinin radyokemoterapiye direncini tahmin
etmeye yonelik yaptiklari ¢alismada, miR-3653’lin ekspresyonunun diisiik oldugunu
saptamistir. Bulduklar1 sonuglara gore, miRNA’larin terapotik yanitta rol oynadigini ve

tedavi Oncesinde hasta se¢imini kolaylastirabilecegini belirtmistir (Slotta-Huspenina et
al., 2018).

Literatiir 6zetinden de anlasilacagi iizere miR-3653, farkli kanser tiirlerinde
farkli ekspresyon profilleri ile biyobelirte¢ olmaya aday bir molekiildiir. Literatiirde
ozellikle miR-3653-3p ekspresyonunun over kanserinin etyolojisi, teshisi ve prognozu
ile iligkili bir ¢alisma bulunmamakla birlikte s6z konusu miRNA’nin periferik kanda
ekspresyon diizeyinin ne oldugunu bildiren bir ¢alismaya da rastlanmamaktadir. S6z
konusu miR-3653-3p ve over kanseri arasindaki iliski Tuncer ve arkadaslarinin periferik
kanda yapmis olduklari over kanseri agisindan diskordant olan monozigotik ikiz
caligmasinda ortaya koyulmustur. Sadece yiiksek riskli aile fertlerinin yer aldig1 az hasta
ile yapilan bu caligmanin genis hasta ve saglikli grupta tekrarlanmasi amaciyla; 149
over kanseri teshisi konmus hasta ile 91 saglikli kontrol grubunun periferik kaninda
miR-3653-3p ekspresyon diizeyi arastirilmistir. Over kanser hastalarinin periferik
kaninda, miR-3653-3p ekspresyon diizeyinin kontrol gruplarindan 9,49 kat fazla oldugu
bulunmus ve sonuglarin istatistiksel agidan anlamli (p=0,00) oldugu gosterilmistir. Over
kanserli hastalar, ek taniya sahip hastalar ve saglikli kontrol grubunda, miR-3653-3p
ekspresyon diizeyleri arasindaki iliski de istatistiksel olarak anlamli (p=0,000)
bulunmustur. Bu sonuglara ilave olarak, miR-3653-3p’nin over kanseri i¢in periferik
kanda non-invaziv olmayan bir biyobelirteg¢ olarak kullanilip kullanilamayacagi, ROC
analizi ile degerlendirilmis ve s6z konusu molekiiliin %95 giiven araligiyla istatitiksel
olarak anlamli bir biyobelirte¢ oldugu gosterilmistir (ROC-AUC degeri 0,833; p degeri
0,00).
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Ozetle, MiR-3653-3p’nin over kanseri i¢in non-invaziv biyobelirteg dzelligi
tasidig1 goriilmektedir. miR-3653-3p ekspresyonunun hasta ve saglikli kisilerin periferik
kanlarinda anlamli diizeyde farkli oldugu, over kanserinin erken tanisi ve tedavi
takibinde kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak hastaligin erken tanisi ve
prognozunda kullanilmasi i¢in overin beningn hastaliklarinda ve over kanseri tedavisi
alan kisilerin tedavileri sirasinda belli araliklarla diizeylerinin 6l¢iildiigii calismalara

ihtiyac vardir.
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FORMLAR

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU
I-Arastirmayla Ilgili Bilgi Verilmesi:

Proje Adi: “Over Kanserli Hastalar ile Saglikli Kisilerin Periferik Dolasiminda miR-
3653-3p’nin Ekspresyon Diizeyinin Karsilastirilarak Incelenmesi”

Yapilacak islemin Tamim: Bu ¢alisma Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii Temel
Onkoloji Anabilim Dal1 tarafindan yiiriitiilecektir. Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii'ne
basvuran aragtirmaya katilmay1 kabul eden ve goniillii onam1 alinan 150 over kanser hasta grubu
ile yas, cinsiyet ve etnik agisindan eslestirilmis 100 saglikli kontrole ait periferik kan
orneklerinden ayristirilmis  lenfosit hiicrelerinde  miR-3653-3p’nin  ekspresyon  diizeyi
arastirtlacaktir,

Arastirmanin Amaci: Kanser arastirmalarinda bilinen miRNA’larin ekspresyon
paternlerinin hasta ve saglikli kisiler arasinda karsilastirilarak incelenmesi hastaliklara 6zgii
biyolojik belirte¢lerin bulunmasi agisindan son derece Onemlidir ve over kanserinin
patogenezinde bu molekiillerinin rollerinin de belirlenmesi anlamlidir. Calismanin amaci, miR-
3653-3p’nin over kanser hastalarinin ve saglikli kisilerin dolagimlarinda ekspresyon
diizeylerinin karsilagtirilmali bir analizini yaparak, over kanseri erken tanisi i¢in biyobelirte¢
olarak kullanilip kullanilamayacagina bakmaktir.

Arastirmada Kullanilacak Yontemler: Goniillillerden alinan kan Orneklerinden
lenfosit hiicre izolasyonu gerceklestirilip miRNA izolasyonu yapilir. izole edilen miRNA’larin
saflik ve Konsantrasyon analizleri yapilip, qPCR yapilir. Veriler SPSS programinda
degerlendirilir.

Calismanin Siiresi: 26.11.2020 - 26.11.2021

Katihmer sayisi: 150

Olasi riskler ve faydalar : Hasta veya saglikli goniillillerden kan alinma sirasinda kan
alman bolgede ac1, morarma ya da kanama benzeri rahatsizliklar meydana gelebilir.

Yapilacak arastirmanin getirebilecegi olasi riskler: Size ait genetik bilgi kesinlikle
gizli kalacaktir. Arastirma sonucu ¢ikan bilgi isteginiz iizere sizinle paylasilabilir. Ancak bu
genetik bilginin 6grenilmesine bagli olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya
¢ikabilir.

Kan alma islemi rutin biyokimyasal analizler i¢in yapilan standart kan alma islemi ile
aynidir. Bu iglem sirasinda damarin bulunamamasi gibi olasi1 sorunlarla karsilasilabilir.
Gonitlliiden alinmis kan 6rnegine uygulanacak olan lenfosit hiicresi izolasyon protokolii goniillii
acisindan herhangi bir risk tagimamaktadir.

Inceleme sonunda elde edilecek sonuglar istediginiz takdirde size bildirilecektir. Ancak
bu bilgiyi 6grenmeyi reddetmek her zaman hakkinizdir. Bu bilgiyi sizin disinizda birisi ile
paylasmamiz sadece sizin izninize bagli olacaktir.

Olas1 vararlar: Bu incelemelerin esas amaci, over kanseri erken tanisi igin kanda bazi
belirteclere bakmaktir. Bu arastirma, over kanser hastaliinin erken tanisi igin yol gosterebilir
ve erken taniyla birlikte tedavinin de gecikmemesini saglayabilir.

I1-Géniilliiniin Haklartyla ilgili Bilgi Verilmesi

o Bu calismada goniilliintin hi¢bir hukuki ve mali sorumlulugu bulunmayip
tiim Sorumluluk arastirici ve destekleyiciye aittir.
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o Goniillii arzusu lizerine mali ve hukuki yiikiimliiliik olmaksizin ¢alismadan ayrilabilir.

¢ Bu islemler i¢in goniilliiden higbir iicret talep edilmeyecektir.

¢ Bu caligsma i¢in goniilliiye herhangi bir ticret 6denmeyecektir.

o Calismaya katilmak zorunlulugunuz bulunmamaktadir, goniilli istedigi
takdirde ¢alismadan ayrilabilir.

o Goniilliiniin caligmaya katilmayr reddetmesi onun gelecekteki takip ve
tedavisi iizerine olumsuz etkide bulunmayacaktir.

o Calisma kabul kriterlerine ve ozelliklerine uyum saglamadiginiz takdirde
calismadan ¢ikarilabileceginiz durumlar olusabilir. Bu nedenle ¢alismadan arastiricinin istegi ile
cikarilabilirsiniz.

. Aragtirma sirasinda elde edilen test sonuglarinin sizi ve ailenizi psikolojik veya
diger bir yonden etkileyecegini diisinmeniz durumunda aragtirmadan isteginiz {izere
ayrilabilirsiniz.

o Aragtirmaya katilmay1 kabul etmemeniz durumunda veya herhangi bir nedenle
calisma programindan ¢ikmaniz ya da ¢ikarilmaniz halinde hastaliginizin tedavisi ile ilgili hi¢bir
aksama olmayacaktir.

o Kimlik bilgileriniz gizli tutulacak ve sizden alinacak doku drneklerinden elde
edilecek tiim materyaller 6zel bir kodlama ile kodlanacak ve bu bilgiler {i¢iincii sahislara
aktarilmayacaktir.

Katihmcinin/Hastanin Beyani:

Sayin Prof.Dr. Hiilya Yazei tarafindan Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii Temel
Onkoloji Anabilim Dal1 tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili
yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya “katilimer” (denek)
olarak davet edildim.

Eger bu aragtirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu aragtirma sirasinda da biiylik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inaniyorum.
Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin
ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak igin arastirmadan ¢ekilecegimi
onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi durumuma herhangi bir
zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dis1 da tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi
miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili
olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,

Prof.Dr. Hiilya Yazicr’y1 0530 311 01 38 no’lu telefondan, istanbul Universitesi Tip
Fakiiltesi Temel Onkoloji Ana Bilim Dalindan arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davramsla kargilagsmig degilim. Eger katilmayi reddedersem, bu
durumun tibbi bakimimma ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de
biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima
belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilimer” (denek) olarak
yer alma kararim1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik
icerisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyast bana verilecektir.
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6. GONULLU ONAY FORMU

Yukarida, goniilliiye arastirmadan Once verilmesi gercken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve s6zlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu
klinik aragtirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Tarih:
Goniilliiniin Adi-soyad
Imzas1

Goniilliiniin Telefonu :
Adresi

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin Adi-soyadi, imzas,
Adresi (varsa telefon no. faks no,)
Aciklamalar1 yapan arastirmacinin

Adi-soyadu:
Imzasi

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin

Adi-soyadu:
Imzas1
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