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OZET

Avsar Saral M. Over Kanserli Hastalarda miR-16-5p, miR-17-5p, miR-638’in ifade
Diizeylerinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel
Onkoloji ABD. Doktora Tezi. istanbul. 2019.

Over kanseri, kadinlar arasinda 6liimciil jinekolojik malignitelerden biridir. Over
kanserli kadinlarin % 70'inden fazlasi ileri evrelerde tami alir ve bu vakalarin ¢ogu
tedavi edilemez. Hastalarin ¢ogu primer kemoterapiye iyl yanit vermesine ragmen,
tiimorler tedaviye direngli hale gelmektedir. MikroRNA'lar (miRNA'lar) hedef
mRNA'larinin translasyonal inhibisyonu ve degradasyonu yoluyla posttranskripsiyonel
seviyede gen ekspresyonunu diizenleyen 19-25 niikleotid uzunlugunda, protein
kodlamayan kiiciik RNA'lardir. Bircok miRNA'nin onkogenler, tiimdr baskilayicilar ve
hatta kanser kok hiicreleri ve metastaz modiilatorleri olarak gorev yaptigi belirlenmistir.

Calismamizda daha oOnce ekibimiz tarafindan yapilan mikroarray
arastirmasindan elde edilen bulgulara gore miR-16-5p, miR-17-5p ve miR-638
genlerinin over kanseri ile iliskili oldugu belirlenmistir. S6z konusu miRNA'larin
validasyonlarinin yapilmasi ve yliksek riskli over kanserli hastalarin erken tanisinda ve
hastaligin prognozunda kullanilabilecek birer biyobelirteg¢ olup olmadiklarinin
belirlenmesi icin 142 over kanserli hasta ile 97 saglikli kontrole ait periferik kan
orneklerinde miR-16-5p, miR-17-5p ve miR-638 genlerinin ekspresyon diizeylerinin
arastirtlmas1 amaglandi. miRNA ekspresyon analizi periferik kan lenfositlerden RNA
izolasyonunu takiben incelenen miRNA’lara 6zgii cDNA sentezi ve Real-Time PCR
yontemleri kullanilarak gergeklestirildi.

Calismanin sonucunda miRNA gen ifade diizeylerinin hasta gruplarinda saglikli
kontrollere gore 2 kattan fazla arttig1 ve istatistiksel agidan anlamli (p< 0,05) oldugu
gorildii. Her bir miRNA i¢in elde edilen p degerleri; miR-16-5p, p< 0,001; miR-17-5p,
p< 0,001 miR-638, p=0,005 seklindedir. Ayrica miRNA ekspresyon seviyelerini
hastalarin klinik verileri ile karsilastirdigimizda; hastalarin sigara icme durumu ile miR-
17-5p’nin artan ifade diizeyi arasinda anlamli bir fark saptandi (p=0,007). Ayrica miR-
638’in artan ekspresyon diizeyi ile lokal ileri hastalifi olan abdominal metastazli
hastalar arasinda anlamli bir fark bulundu (p=0.03). Elde edilen bulgular, incelenen
miRNA’larin kanserli hastalarda onkogenik 6zellik gosterdigini ve bu yolla lokal ileri
evre hastalig1 tetikledigini diisindiirmektedir. miR-16-5p, miR-17-5p ve miR-638
molekiillerinin over kanserini saptamak ve prognozunu gostermek agisindan potansiyel
biyobelirtegler olma olasiliklarinin yiiksek oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Over kanseri, miR-16-5p, miR-17-5p, miR-638, Biyobelirtec

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDK-2018-29694.
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ABSTRACT

Avsar Saral M. The Investigation of Expression Levels of miR-16-5p, miR-17-5p, miR-
638 in Patients With Ovarian Cancer. istanbul University, Institute of Health Science,,
Department of Basic Oncology. Doctoral Thesis. Istanbul. 2019.

Ovarian cancer is a lethal gynecologic malignancy among women. More than
70% of women with ovarian cancer are diagnosed in advanced stages and most of these
cases are incurable. Although most patients respond well to primary chemotherapy,
tumors become resistant to treatment. MicroRNAs (miRNAs) are 19-25 nucleotide-
long, small non-protein coding RNAs that regulate gene expression at the post-
transcriptional level through translational inhibition and degredation of their target
mRNAs. Many miRNAs have been determined to act as oncogenes, tumor suppressors,
and even modulators of cancer stem cells and metastasis.

Based on the findings obtained from the microarray study by our research team
previously, we concluded that the miR-16-5p, miR-17-5p, miR-638 could be important
in the etiology of ovarian cancer and had to be searched and validated in larger ovarian
cancer cohort and healthy controls. The aim of the presented study was to determine
whether they have a biomarker potential for the early diagnosis of patients with ovarian
cancer and prognosis of the disease in larger ovarian cancer patients cohort and healthy
controls. For this purpose, peripheral blood samples of 142 patients with ovarian cancer
and 97 healthy controls which were ethnicity, age and gender-matched were used. For
gene expression analysis, RNA isolation from lymphocytes, cDNA synthesis specific to
miRNAs followed by Real-Time PCR methods were performed.

As a result of the study, it was seen that miRNA gene expression levels
increased more than twice in the patient groups compared to healthy controls groups
and it was statistically significant (p <0.05). The p values obtained for each miRNA;
miR-16-5p, p <0.001; miR-17-5p, p <0.001 miR-638, p = 0.005. In addition, when
miRNA expression levels were compared with the clinical data of the patients; There
was a significant difference between smoking status of patients and increased
expression level of miR-17-5p (p = 0.007). There was also a significant difference
between the increased expression level of miR-638 and patients with locally advanced
disease (p = 0.03). The findings suggest that the miRNAs examined have an oncogenic
character in cancer patients and thus, trigger the locally advanced disease. The miR-16-
5p, miR-17-5p and miR-638 molecules are thought to be highly likely to be potential
biomarkers for detecting ovarian cancer and demonstrating prognosis.

Key Words: Ovarian cancer, miR-16-5p, miR-17-5p, miR-638, Biomarker
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1. GIRIS VE AMAC

Over kanseri 6liimciil jinekolojik malignitelerden biri olup, serviks kanserinden

sonra ikinci 6liim nedenidir [1].

Over kanseri hastalarinin yaklasik % 60-70'i abdominal metastaza sahip olup
Evre III-IV olarak teshis edilmektedir. Over kanseri, erken donemde siklikla
asemptomatiktir ve sonraki donemlerde hastalarda abdominal siskinlik, abdominal kitle,
gastrointestinal semptomlar ve timor infiltrasyonu veya kompresyonuyla iliskili
semptomlar goriilmektedir [2]. Her ne kadar cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi gibi
tedavi yontemleri siirekli gelistirilse de hastaligin 5 yillik sagkalim oran1 hala % 30'dur
ve prognozu katiidiir . Evre I over kanseri olan hastalarin 5 yillik sagkalim oranlart >%
90 gibi yiiksek oranda olabilmekte ve ¢cogunlugu cerrahi ile tedavi edilebilmektedir. Bu
nedenle hastalarin 5 yillik sagkalim oranini iyilestirmenin yolu over kanserinin erken
teshisidir. Dolayisiyla over kanserinin erken teshis yontemleri hala aragtirllmakta olup,
klinikte kullanilabilecek hassas ve spesifik biyolojik belirtecler bulunmamaktadir. Eger,
erken yasta tam1 ve tedavi i¢in saglikli insanlarda over kanseri taramasi yapilabilirse,
over kanserli hastalarin yasam kalitesinin iyilestirilebilecegi ve hayatta kalma siiresinin

uzayabilecegi gosterilmistir [1, 2].

MikroRNA’lar (miRNA) kii¢iikk kodlama yapmayan RNA’larin (small non-
coding RNAs, sncRNAs) bir iiyesi olan, yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda protein
kodlamayan RNA molekiilleridir. miRNA’lar translasyonun baskilanmasini saglayarak
veya hedef mRNA'larin post-transkripsiyonel aktivitesini diizenleyerek kanser gelisim
stirecinde rol almakta ve cogalma, farklilagma, apoptozise neden olarak malign

dontistime katki saglamaktadir [3, 4].

Yapilan ¢aligmalarda farkli anlatim yapan ya da mutasyonlu miRNA’larin, hedef
genine gore degisen yeni bir onkogen veya tlimor baskilayicit gen sinifi olarak kanser
gelisiminde 6nemli rol oynadign gosterilmistir [5]. Insan tiimérlerinin miRNA
ekspresyon profilinin; tani, evreleme, progresyon, prognoz ve tedaviye yanit ile iliskili
oldugu belirlenmistir [6]. miRNA’larin over kanserindeki rolii, temelde diger kanser
cesitlerindeki  miRNA’larin  ekspresyon profillemesi  yoluyla kesfedilmistir.
miRNA'larin onkogenler ve tiimdr baskilayici genler gibi islev yapmalarindan dolay:

over kanseri i¢in de biyobelirteg olarak biiyiik bir potansiyele sahip olduklari



gosterilmistir. Buna gore, miRNA biyobelirtegleri over kanserinin teshisi ve prognozu

icin kontrol edilen diger biyobelirteclerden daha spesifik ve hassastir [1, 7, 8]

Ayrica miRNA'larin sadece parafine fiske edilmis dokularda veya hiicre kiiltiir
soylarinda degil, ayn1 zamanda tam kan, plazma ve serum da dahil olmak iizere insan

kaninda oldukga kararl bir bi¢imde var oldugu gosterilmistir [9].

Erken teshisinin zor olmasi sebebi ile ge¢ evrelerde tespit edilen over kanserini
erken donemde tespit edebilecek, invaziv olmayan ve kolaylikla elde edilebilen bir
materyal kullanilarak tespit eden biyobelirteglere gerek vardir. Daha &nce Istanbul
Universitesi Onkoloji Enstitiisii, Kanser Genetigi Bilim dalinda yapilan ve Istanbul
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan desteklenen proje (Proje No: TDK-
2016-20140) yiiksek riskli over kanserli vakalarda, miRNA mikroarray analizi ile 2549
adet miRNA’da ekspresyon farkliliklar1 belirlenerek, bunlar arasinda anlamli olarak gen
ifade diizeyi degisen bazi miRNA’lar tespit edilmistir. Planlanan tez g¢alismasinda,
yiiksek riskli over kanserli vakalarda daha once yapilmis calismada over kanser
etiyolojisinde 6nemli oldugunu diisiindiigiimiiz miR-16-5p, miR-17-5p, miR-638 olmak
tizere toplam 3 miRNA’nin daha genis over kanserli hasta ve saglikli kontrol grubunda
validasyonlarinin yapilmasi, diyagnostik ve prognostik agidan degerinin arastirilmasi
amaglanmaktadir. S6z konusu 3 miRNA’nin 150 hasta ve hasta popiilasyonu ile yas ve
cinsiyet olarak eslestirilmis 100 saglikli kontrole ait periferik kan lenfositlerinden
olusan deney grubunda arastirilmasi planlanmistir. Calismanin sonunda s6z konusu 3
miRNA’nin yiiksek riskli over kanserli hastalarin erken tanisinda ve hastaligin
prognozunda kullanilabilecek biyobelirtecler olup olmadiklar1 belirlenecektir. Tez
caligmasi sonucunda elde edilen bulgulara gére biyobelirte¢ olma potansiyeli belirlenen
ve likit biyopsi biyobelirteci oldugu diisiiniilen miRNA’larin minimal rezidiiel
hastaligin belirlenmesi agisindan kantitatif olarak degerlendirilme potansiyelleri

konusunda daha ileri ¢alismalar planlanacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. OVER KANSERIi

2.1.1. Overlerin Anatomik Yapis1 ve Karsinogenezi

Overler, pelvis yan duvarlarindaki arteria iliaca interna ile arteria iliaca externa
arasinda bulunan fossa ovarica’da yerlesmis gri-pembe renkte, oval yapida bir cift
organdir. Yaklagik 4-7 g agirliginda ortalama 3,5 x 2,5 x 1,5 cm boyutlarindadir. Fallop
tiipleri araciligr ile uterusa baglanirlar. Overlerden Ostrojen ve progesteron hormonlari
salgilanir ve ovum Tretilir. Overlerde folikiil icinde ovum olgunlasirken, Gstrojen
hormonu uterusu ovuma hazirlar. Endometrium kalinlasir ve kan damarlar1 yoniinden
zenginlesir. Folikiil patlaylp ovum atildiktan sonra corpus luteuma doniisiir. Corpus
luteum progesteron salgilar. Ovum eger dollenirse progesteron gebeligin devamini ve

memelerin gelismesini saglar [10].

Over kanseri patogenezinin aydinlatilmasindaki ana sorunlardan biri,
klinikopatolojik ozellikleri ve davramiglart birbirine benzemeyen farkli tiimor
tiplerinden olusan heterojen bir hastalik olmasidir [11]. Over kanseri, yiizey epitel
hiicreleri, germ hiicreleri ve seks kord veya stromal hiicreler dahil olmak iizere overleri
kapsayan hiicrelerin transformasyonu ile baslamaktadir. Peri veya postmenopozal
kadinlarda epitelyal hiicre tiimorleri daha sik ortaya ¢ikarken, genc kadinlarda germinal

veya embriyonik tlimorler daha belirgin goriilmektedir [12].

Malign over tlimorlerinin %80-90’1m1 overin ylizey epitelinden koken alan
epitelyal over kanserleri (EOK) olusturmaktadir. EOK’nin hiicresel kokeni ve
patogenezi karmasik olup ¢esitli hipotezlerle agiklanmaya ¢alisilmaktadir. Over ylizey
epiteli, histolojik olarak pelvik ve karin bosluklarinin i¢ini déseyen epitel olan mezotele
benzemektedir. Ayn1 zamanda yiizey epitelinin ve mezotelin, ortak kdken olarak
¢Olomik epitelden geldigi bildirilmektedir [13]. Bu bilgilerden yola ¢ikan hipoteze gore;
pluripotent ¢olomik epitel, overlerdeki kesintisiz ovulasyona bagl inkliizyon kistleri
olusmas1 ve somatik biliylime faktorleri etkisi ile metaplazik degisiklige ugrayarak
mezotelden, miilleriyan epiteline doniismekte ve EOK gelisimine yol agmaktadir. Diger
taraftan sekonder miilleriyan sisteme gore; EOK’nin alt tipleri olan seréz, endometrioid,
miisindz ve berrak hiicreli karsinomlarin morfolojik olarak sirasiyla; fallop tiip,

endometrium, endoserviks ve vajinal epitele benzedigi ve bu yapilarin embriyogenez



sirasinda miiller kanalindan gelistigi bilinmektedir. Bu sekilde EOK’nin hiicresel
kokeni, miiller fenotipine sahip tlimdrlerin embriyolojik kalintilarina dayanarak

acgiklanmaktadir [14, 15].

Over kanserli hastalarda bircok genetik ve epigenetik degisikligin bilinmesi ile

birlikte, tlimorigenez sirasinda bu tiir degisikliklerin nasil secildigi heniiz net degildir
[16].

2.1.2. Epidemiyoloji

Over kanseri, tiim jinekolojik maligniteler igerisinde yiiksek 6liim oranina sahip
kanser cesididir. Globocan 2018, Tirkiye dahil 185 iilkenin kanser verilerini
yaymnlamistir [17]. Sonuglara gére over kanserinin goriilme sikligi tiim diinyada 8.
sirada; Tirkiye’de 7.sirada yer almaktadir. Over kanserleri diinya genelinde kansere
bagl 6liim siralamasinda 8. sirada yer alirken, jinekolojik kanserler arasinda serviks
kanserinden sonra, 2. 6lim nedenidir. Over kanseri diinya g¢apinda 295.414 yeni
vakadan ve 184.799 o6liimden sorumludur. Ulkemizde 2018’de 3.729 kadinin over
kanseri teshisi aldigi, 2.191 kadinin bu kansere bagli olarak hayatin1 kaybettigi tahmin
edilmektedir (Sekil 2-1, 2-2, 2-3) [18].

Bir kadinda yagam boyu over kanseri gelisme ihtimali %1,4, hastaliktan 6lme

riski %1°dir [19].
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Sekil 2-1: Tiim diinyada kadinlar arasinda tahmin edilen yeni vakalarin insidansi



Meme

22345 (24.4%
Diger kanserler 2345 )

31254 (34.1%)
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3729 (4.1%) 10 563 (11.5%)
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Sekil 2-2: Tiirkiye’de 2018’de kadinlar arasinda tahmin edilen yeni kanser vakalarimin
sayisal verileri

Meme
5452 (12.9%)
Diger kanserler Akciger
16 234 (38.5%) 4 5158 (12.2¢%)
Kolorektum
4462 (10.6%)
Over Mide
2191 (5.2%) 3630 (8.6%)
BNS Pankreas
2 247 (5.3%) 2794 (6.6%)
Data source:GLOBOCAN 2018 .
Gaagf purocciuct\cr Global Cancer Observatory m :> geo.iarcfrf) Topiam 142168
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Sekil 2-3: Tiirkiye’de kadinlar arasinda goriilen kanser vakalarindaki tahmin edilen 6liim
oranlari

2.1.3. Risk Faktorleri ve Koruyucu Faktorler

Over kanseri etiyolojisinde birgok faktor vardir. Aile Oykiisi, ileri yas, erken
menars, ge¢ menopoz, nulliparite, infertilite, talk pudrasi kullanimi gibi 6zellikler risk
faktorleri kategorisinde iken, oral kontraseptif kullanimi1, multiparite, emzirme, gegirilen
cerrahi operasyonlar (histerektomi, tubal ligasyon ve bilateral salpingo-ooferektomi)

koruyucu faktérlerdendir [19, 20].

2.1.3.1. Kalitsal Risk Faktorleri

Kanserlerin genel olarak %10-15"1 herediter (kalitsal) 6zellik gostermektedir.
Over kanserleri icin kalitsal risk faktorleri olarak; Aile hikayesi, BRCA1/2 mutasyon
varhigi, Herediter Nonpolipozis Kolorektal Kanser (HNPCC)/ Lynch II sendromu
sayilabilir [21].



Ailede over kanseri Oykiisii olan kadinlarin, hastalik riski altinda olduklart iyi
bilinmektedir. Over kanserinden etkilenen birinci derece akrabasi olan kadinlar i¢in
risk, etkilenen akrabalar1 olmayanlara gore yaklasik ii¢ kat daha fazladir. Akrabasi 50
yasin altinda teshis edilenler i¢in risk daha da yiiksektir [22]. Ayrica anneye gore, kiz
cocugu ve kiz kardeslerde risk daha fazladir [23].

Molekiiler genetik calismalar1 ile BRCAI ve BRCA2 gen mutasyonlarinin
kalitsal meme-yumurtalik kanser sendromuna yatkinlik kazandirdigi, yanhs eslesme
tamir genleri i¢inde en yaygin olan MSH2 ve MLHI mutasyonlarinin da Lynch

sendromuna yol ag¢tig1 bilinmektedir [24] .

Kalitsal kanserlerin yiiksek bir orani, BRCA genlerindeki mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir. Ancak BRCA mutasyonlari, aile hikayesinde meme veya over
kanseri Oykiisii olmayan over kanserli kadinlar arasindada yaygindir. BRCA mutasyon
tagiyicilart igin 70 yasina kadar over kanseri gelisme riskinin % 40-50, BRCA2 igin ayni
riskin % 10-20 oldugu tahmin edilmektedir. BRCA mutasyonlar ile en ¢ok iligkili olan

over kanser tiirli, yliksek dereceli seroz tiimorlerdir [22].

Sporadik over kanserlerinin biiyliik bir kismi ileri timdr evreleri olarak
goriiliirken, Lynch sendromu ile iligkili over tlimorlerinin % 35’1 FIGO evre I tiimdrleri
ile daha erken evrelerde ve erken yaglarda ortaya ¢ikmaktadir. HNPCC ile en fazla
iligkili olan over kanseri alt tipleri endometrioid ve berrak hiicreli karsinomdur [25] .
HNPCC ile iligkili mutasyonlara bagli olarak, kadinlarda yasam boyu over kanseri olma

riskinin %12-20 oldugu tahmin edilmektedir [26] .

Ayrica genetik epidemiyolojik calismalar, BRIPI, RAD51C ve RAD5I1D gibi
DNA onarim genlerinde mutasyon olan kadmlarin yasam boyu tasidiklari riskin
strastyla; % 5,8, % 5,2 ve % 12 oldugunu gostermekte ve herediter kanser sendromlari

ile iliskilendirilmektedir [19, 27, 28].

2.1.3.2. Hormonal ve Reprodiiktif Faktorler

Epidemiyolojik caligmalar, over kanserinin patogenezinde hormonal ve iireme
faktorlerinin yerini agikca gostermektedir. Over kanseri gelisiminde iki temel hipotez
ortaya atilmistir. Birincisi “kesintisiz ovulasyon” hipotezi; her bir yumurtlama
dongiisiinden sonra epitel yiizeyinde meydana gelen travmaya karsi, yiizey epiteli

onarmmi ile iligkili hiicresel bdliinme oranmnin arttigini bu durumun da spontan



mutasyonlara neden olabilecegini 6ne siirmektedir [19, 29]. ikincisi "Gonadotropin
hipotezi", luteinize edici hormon ve folikiil uyaric1 hormonlarin over epitelinin, malign
transformasyonunu ve hiicre ¢ogalmasini uyardigini 6ne siirmektedir [19, 29, 30]. Bu
hipotezler dogrultusunda oral kontraseptif kullanimi, gebelik ve emzirme gibi
ovulasyonun  baskilandigi durumlarin over kanserine karst koruyucu oldugu

gosterilmistir [31].

Erken menars, ge¢ menopozun; kesintisiz ovulasyon hipotezine gore

yumurtlama dongii sayisini arttirarak riski de arttirdigi diisiiniilmektedir [19].

Gebelik ve paritenin (dogum sayis1) de over kanseri riskini dnemli Sl¢lide
azalttig1 gosterilmekte ve her gebeligin riski yaklasik %15 azalttig1 tahmin edilmektedir
[19, 32].

Laktasyon, hipofizden gonadotropinlerin salinimini1 baskilamakta ve Ozellikle
dogumdan sonraki ilk aylarda anovulasyona neden olmaktadir [19]. Metaanaliz
calismalarinda emziren kadinlarin, emzirmeyenlere gore %20-25 daha diisiik risk

tagidiklar1 gosterilmistir [22] .

Oral Kontraseptif kullanimi, over kanseri riskini anlamli 6l¢iide azaltmaktadir.
21 iilkeden 45 calismanin verilerini toplayan bir analizde, over kanseri riskinin, oral
kontraseptif kullananlarda, hi¢ kullanmayanlara gore yaklasik %30 daha diisiik oldugu
gosterilmistir [33].

Hormon replasman tedavisinin 6zellikle menopoz sonrasi kadinlarda over kanser

riskini arttirdig1 ve riskin uzun stireli kullanimla iligkili oldugu gosterilmistir [34, 35].

2.1.4. FIGO Evrelendirmesi

Over kanseri tiim jinekolojik maligniteler arasinda en yiiksek 6liim oranina
sahiptir. Kanser evrelemesi prognozun degerlendirilmesi ve en uygun tedavinin
planlanmasinda kullanilan ilk ve en 6énemli adimlardan biridir. Over kanseri evreleme
sistemi, Uluslararas1 Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Federasyonu (FIGO) tarafindan en

son 2014 yilinda revize edilmistir [36].



Tablo 2-1: 2014 FIGO Evreleme Sistemi

EVRE I Tiimor overler veya fallop tiipleri ile simirhdir.

EVRE IA Timor tek over veya fallop tiiplinde sinirh, kapsiil bozulmamus,
yiizeyinde timor yok, assit sivis1 veya peritoneal yikanti sivisinda
tiimor hiicresi yok

EVRE IB Timor her iki overde veya fallop tiiplinde sinirh, diger 6zellikler
Evre IA ile ayni.

EVRE IC Timor tek veya her iki overle sinirli. Ancak;

IC1 Cerrahi sirasinda sagilma
1C2 Cerrahi Oncesi kapsiil riiptiirii veya over/ fallop tiip ylizeyinde
timor
IC3 Assit veya peritoneal yikama sivisinda malign hiicre pozitifligi
EVRE 11 Tiimér, primer peritoneal kanser veya pelvik yayilimi olan bir
veya iki yumurtahlk/ fallop tiipiinii icerir.

EVRE IIA Uterus ve/veya fallop tiiplerine yayilim

EVRE IIB Diger pelvik intraperitoneal dokulara yayilim

EVRE III Pelvis dis1 yayilim; peritoneal implant ve/veya retroperitoneal
lenf nodlarina metastaz

EVRE IIIA Pelvis dis1 mikroskopik metastaz ve/veya retroperitoneal lenf nodu
tutulumu

IIIA1: Yalnizca retroperitoneal lenf nod tutulumu
IITIA1(i): Metastaz < 10 mm
ITA1(ii): Metasttaz >10 mm

111A2: Mikroskopik pelvis dig1 yayilim ve/veya retroperitoneal lenf nodu
tutulumu

EVRE IIIB Makroskopik pelvis dis1 peritoneal metastaz <2cm ve/veya
retroperitoneal lenf nodu tutulumu (dalak veya Kkaraciger
kapstiliine yayilim dahil).

EVRE IIIC Makroskopik pelvis dis1 peritoneal metastaz >2cm ve/veya
retroperitoneal lenf nodu tutulumu (dalak veya Kkaraciger
kapstiliine yayilim dahil).

EVRE IV Peritoneal metastaz dis1 uzak metastaz
EVRE IVA Pozitif plevral efiizyon
EVRE IVB Dalak ve/veya karaciger parankim metastazi, abdomen dist

organlara metastaz (inguinal lenf nodu ve abdomen dis1 lenf
nodlar1 tutulumu dahil)




Evre IB
TUmor her iki
over/fallopta
(mavi)

Evre IA
Tumor tek
over/fallop ile
sinirli (sari)

Evre IC1
Cerrahi
sirasinda
sacgllma

\

\

Makroskopik

Evre IC3
Asit veya
yikama
sivisinda
malign hiicre
pozitifligi

Evre lIA
Uterus
ve/veya fallop
tiplerine
yayillim

Evre 1AL
retroperitoneal
lenf nod
tutulumu

Pelvik agiz
___________ Evre lIB-C
Makroskopik
pelvis digi
peritoneal
ve/veya
retroperitoneal
lenf nodu
~ tutulumu
Evre llIB
metastaz <2cm
Evre llIIC
metastaz >2cm

Mikroskopik

Pelvik agiz

Sekil 2-4: Over kanserinde yeni FIGO evreleme sisteminin gosterimi

Evre llIA2
Mikroskopik
pelvis digi
yayilim ve
retroperitoneal
lenf nodu

- tutulumu

Evre IV
A-Pozitif plevral
eflizyon
B-Dalak veya
karaciger
parankim
metastazi,

~ abdomen disi

organlara
metastaz
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2.1.5. Histopatolojisi

2014 yilinda “International Federation of Gynecology and Obstetrics” (FIGO)
evrelendirme sisteminin giincellenmesi ile birlikte aym1 yil Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafindan over kanserlerinin histopatolojik simiflandirmasi da daha tutarl bir

siiflandirma amaci ile giincellenmistir [37].

Eskiden malign ser6z karsinomlar; adenokarsinoma ve papiller yiizey karsinoma
seklinde alt siiflar igerirken, giincel siniflandirmada yiiksek dereceli ve diisiik dereceli
serdz karsinomlar seklinde degistirilmistir. Eski siniflandirmada yer alan transizyonel
hiicreli timor sinifi kaldirilmis olup, giincel siniflandirmada sadece malign brenner
tiimorler seklinde isimlendirilmektedir. Yine onceden yer alan skuamdéz epitelyal
tiimorler de yeni siniflandirmada yer almamaktadir. Ayrica yeni bir siniflandirma olan

seromiisindz tlimorler alt tipine yer verilmistir [37, 38].
Morfolojik olarak, yumurtalik kanseri iki kategoriye ayrilmaktadir:

-Non-Epitelyal Over Kanseri (NEOK): Over kanseri vakalarimin % 10-15’ini
olustururlar. Iki tip NEOK vardir: germ hiicreli tiimérler (GCT) ve seks kord stromal
tiimdrleri (SCST) [39]. Seks kord-stromal tiimorler, dort hiicre tipinden (theca hiicreleri,
stromal hiicreler, graniiloza hiicreleri veya sertoli-leydig hiicreleri) birinden kaynaklanir
ve tiim malign over tiimorlerinin yaklasik % 7'sini olustururlar. Siklikla hormonal
anormalliklerle iligkilidirler [13, 36]. Germ hiicreli tiimorler ilkel germ hiicrelerinden
kaynaklanir ve tiim over tlimorlerinin yaklasik % 25'ini ve malign over tiimorlerinin %

3-7'sini olustururlar [36, 40].

-Epitelyal Over Kanseri (EOK), Epitelyal stromal tiimdrlerden gelisirler. Over
kanserlerinin % 85-90°1 ile biiyiikk ¢ogunlugunu olustururlar. Molekiiler ve genetik
analizlerdeki son gelismelerle birlikte Epitelyal Over Karsinomlar1 (EOK); Tip I ve Tip
II timorler olarak ikiye ayrilmistir [39].

Tip I timorler; disiik dereceli serdz, endometrioid, berrak hiicreli, miisindz
karsinomlar, malign brenner tiimorler ve serdmiisinéz tiimorleri igerirler. Tip II
tiimorler; yliksek dereceli ser6z karsinom (HGSC), karsinosarkom ve farklilasmamais
karsinomlar1 kapsamaktadir. Tip I timorleri, over {izerine implante olan ve daha sonra
malign transformasyona maruz kalabilen genellikle iyi huylu ekstraovaryan
lezyonlardan gelisirler. Buna karsilik bir¢cok tip II karsinomu, fallop tiipiindeki

intraepitelyal karsinomlardan gelisir ve sonug olarak over ve ekstraover bolgeleri iceren
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karsinomlar olarak yayilir. Bu sebeplerle, Tip I over tiimorleri genelde klinik olarak
daha yavas seyreden, genetik olarak daha stabil ve iyi prognozlu tiimdrlerdir. Tip II
tiimorler ise genetik olarak unstabil, ge¢ evrede farkedilen ve daha agresif seyreden
timorlerdir [39, 41]. 5 yillik sagkalim oranlart; Tip I timorlerde yaklasik olarak %55,
Tip II tiimdrlerde %30’dur [42].

Diger taraftan daha genel olarak epitelyal over tlimoérleri, goriilme sikligina gore
bes alt tipe ayrilmaktadir [36, 43]. Bu tiimor tipleri su sekildedir:
» Yiiksek dereceli serdz karsinom (HGSC), %70
Endometrioid karsinom, %10
Berrak hiicreli karsinom, % 10
Miisindz karsinom % 3

Diisiik dereceli ser6z karsinom (LGSC), <% 5

YV V VYV V

2.1.6. Over Kanserinde Goriilen Molekiiler Degisiklikler

Tip 1 tiimorler; KRAS, BRAF, ERBB2, CTNNBI, PTEN, PIK3CA, ARIDIA ve
PPPRIA da dahil olmak iizere spesifik mutasyonlar ile karakterizedir. Cok nadir olarak
TP53 mutasyonu saptanmistir. Tip II tiimdrlerde ise 7P53 mutasyonlar1 sik
goriilmektedir. Ayrica tip II timdrler, gen mutasyonu veya promoter metilasyonu ile
BRCA'min ekspresyonunu bozan molekiiler degisikliklere sahiptir. BRCA inaktivasyonu
tip I timorlerde rapor edilmemistir [11, 44]. Bu iki tip over tiimoriinde goriilen genetik

degisiklikler Tablo-2-2’de 6zetlenmistir [42].

Tablo 2-2: iki tip over karsinomunda goriilen molekiiler genetik degisiklikler [42].

Genetik Degisiklikler Tip I Tiimérler Tip II Tiimorler
PTEN mutasyonlar1 % 15-20 Diisiik
HNF-1 f3 asir1 ekspresyonu % 90 Diistik
ARIDIA mutasyonlari % 40-50 ?
CTNNBI mutasyonlari % 30 Diisiik
PIK3CA % 20 Diisiik
Mikrosatellit instabilitesi % 50 % 8-28
KRAS mutasyonlari % 30-65 Diisiik
BRAF mutasyonlari % 30-65 Diistik
TP53 mutasyonlari Diistik % 50-80
HER2/neu asin ekspresyonu Diisiik % 20-67
AKT agir1 ekspresyonu Diistik % 12-30
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p16 inaktivasyonu Diistik % 15
HLA-G asir1 ekspresyonu Diistik % 61
APO E asir1 ekspresyonu % 12 % 66

BRCA1/BRCA?2 mutasyonlari Diisiik Yiiksek
Ki67 proliferasyonu % 10-15 % 50-75

2.1.7. Tani ve Tedavi Yaklasimlar:

Erken teshis, over kanserinin tedavi basarisini arttirmaktadir. Over kanserinin
sadece %]15'inin overlerde lokalize oldugu, %]17'sinin bolgesel, %62'sinin uzak
yerlesimli hastalik olarak ortaya ¢iktigi tahmin edilmektedir [45].

Pelvik muayene sirasinda adneksiyal bir kitlenin palpasyonu genellikle over
kanseri i¢in tanisal bir degerlendirme baglatir. Ultrason muayenesi, en kullanisli invaziv
olmayan tam testidir. Cogu iyi huylu timoér olmasina ragmen, siipheli bir adneksiyal
kitle nedeniyle ameliyat gec¢iren kadinlarin %13 ile %21'1 over malignitesine sahip
olabilmektedirler. Ameliyat Onerisi, bu kitlenin malign olabilme ihtimaline baglidir.
Yas, menopoz durumu, aile Oykiisii, kitlenin biiyiikliigli ve karmasikligi, CA-125
seviyesi, kitlenin iinilateral veya bilateral olmasi ve ultrason bulgular1 goz 6niinde
bulundurulmasi gereken faktorlerdendir [46].

Cerrahi ve kemoterapi ana tedavi yontemlerindendir. Standart cerrahi islemler;
total abdominal histerektomi bilateral salpingo-ooferektomi (TAH-BSO), omentektomi,
peritoneal yikamasi, pelvik/paraaortik lenf nodu biyopsileri ve ¢oklu periton
biyopsileridir [47].

fleri evre over kanseri hastalar i¢in tam kiir sans1 ¢cok azdir. Hastalarm cogu ilk
sitorediiktif cerrahi ve kombine kemoterapisinden sonra tam bir klinik remisyon elde
etmektedir [46].

Erken evrede olan hastalar, orta veya yiiksek riskli bir timdre sahipse, hem
uygun sekilde evrelendirilmekte hem de platin bazli adjuvan kemoterapi ile tedavi
edilmektedir. ileri evrede olan hastalar icin su anda onerilen tedavi, primer sitorediiktif
cerrahi ve ardindan platin-paklitaksel kombine kemoterapisidir [12].

Cerrahi uygulamalar ve kemoterapideki ilerlemeler sag kalim oranlarini arttirsa
da heniiz beklenilen seviyelere ulagilamamistir. Erken evrede 5 yillik sag kalim oranlari

%90 civarindayken ileri evrede bu oran %30’lara diismektedir [48].
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2.2. MIKRORNA (miRNA)

MikroRNA’lar (miRNA’lar) yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda kii¢iik protein
kodlamayan RNA ailelerinden biridir. Post-transkripsiyonel olarak gen ifadesini diizenleyen
molekiillerdir. Translasyonun baskilanmasini veya mRNA’nin yikimini, diziye 6zel gen
diizenlenmesini saglarlar. Boylece hiicre proliferasyonu, metabolik olaylar, farklilasma ve
apoptoz gibi cesitli biyolojik siireglerde rol alirlar [49, 50]. miRNA genleri bagimsiz
olarak veya kiimeler i¢inde ifade edilebilirler [51]. Cogunlukla intronik bolgelerde
bulunmakla birlikte, ekzonik veya intergenik yerlesimli olabilirler. Insanlarda Y
kromozomunda bulunmazlar [52, 53]. Tiim genlerin yaklasik % 1-3'linii miRNA genleri
olusturmakta ve protein kodlayan genlerin %30'unun miRNA'lar tarafindan
diizenlendigi tahmin edilmektedir [54, 55]. Bugiine kadar, insan genomunda 2000'den
fazla miRNA tamimlanmistir [56]. Bir miRNA birden fazla mRNA’nin ekspresyonunu

diizenleyebilmekte ve mRNA’larm  her biri birden fazla miRNA tarafindan
hedeflenebilmektedir [57].

2.2.1. MikroRNA’larin Kesfi

[Ik mikroRNA (lin-4) 1993 yilinda Lee ve arkadaslar1 tarafindan Caenorhabditis
elegans’in  genetik yapis1 arastirilirken  kesfedilmistir  [58]. Lin-4; lin-14’{in
ekspresyonunu diizenleyerek gelisimi etkileyen, protein kodlamayan kiicliik bir RNA
olarak tanimlanmistir. 2000 yilinda Reinhart ve arkadaslar1 heterokronik gen lin-41'in
ekspresyonunu negatif olarak diizenleyen bir bagka miRNA olan let-7’yi gosterdiler
[59]. Ilk kesfedilen lin-4 ve let-7 molekiilleri ve ardindan ¢ok sayida tanimlanan bu
kiiciik RNA molekiilleri icin miRNA ifadesi ilk defa 2001 yilinda kullanilmaya baglandi
[60].

2.2.2. MikroRNA’larin Biyogenezi ve Fonksiyonu

miRNA’larin olusum mekanizmasi hem niiklear hem de sitoplazmik asamalari
kapsayan ii¢ basamakta tamamlanmaktadir; Ilk olarak RNA Polimeraz II tarafindan
transkripsiyon yoluyla primer miRNA’lar (pri-miRNA) olusmaktadir. ikinci adimda pri-
miRNA’lar baz1 enzimler aracilig1 ile nukleus igerisinde prekiirsor RNA’lara (pre-
miRNA) doniistiiriilmekte ve son adimda sitoplazma igerisinde olgun miRNA’larin

olusumu gergeklesmektedir [61] .

miRNA’lar ¢ekirdekte RNA Polimeraz II (Pol II) veya RNA Polimeraz III (Pol
IIT) tarafindan transkripte edilmektedir [62]. Olusan primer transkript (pri-miRNA), 5’
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cap (baglik bolgesi) ve Poli A (Poliadenilat polimeraz) kuyruk yapisina sahiptir [50].
Daha sonra pri-miRNA'lar, RNA-baglayic1 protein DGCRS8 (DiGeorge kritik sendrom
bolgesi 8) ve tip IIl RNaz Drosha'dan olusan bir kompleks ile kesilerek pre-miRNA
olarak adlandirilan yaklagik 85-niikleotidlik sap-ilmek yapisindan olusan bir molekiile
dontstiiriilir [63, 64]. Ardindan pre-miRNA ExportinS (Exp-5) /RanGTP ile
sitoplazmaya tasinir. Exp-5 ayni zamanda pre-miRNA’nin stabilizasyonu i¢in de
onemlidir. Pre-miRNA’nin sap-ilmik yapis1 bagka bir RNaz III proteini olan Dicer ve
Transaktive edici yanit olusturan RNA baglanma proteini (TRBP) tarafindan kesilerek
yaklasik 22 niikleotidlik miRNA dupleksine doniistiiriiliir. Bu ¢ift zincirli yapinin biri
kilavuz iplik olarak isimlendirilir ve Argonaute (Ago) iceren, RNA kaynakli susturma
kompleksi (RISC) olarak bilinen bir efektér kompleksi i¢ine dahil edilir [56, 65]. Anti-
kilavuz olarak isimlendirilen diger iplik ise degrade olur. RISC kompleksine dahil olan
olgun miRNA’lar, hedef mRNA’nin 3’UTR (Cevrilmeyen bdlge)’sine baglanarak
mRNA’nin yikimina ya da translasyonun baskilanmasina yol agarlar (Sekil 2-5) [66].

Niikleus
Ny Sitoplazma
z/ r p
L \
RNA Pol Il
{Transkripsiyon
GTP
-’

Exportin-5 Ran .-~~~ g pre-miRNA

7 pri-r!niRNA

Drosha - DGCRS | Kesim

pre-miRNA

Dicer TRBP ll(esim

mikroRNA dubleks

l Degredasyon Ago2 RISC olugumu

v

Olgun mikroRNA

i =

mRNA hedef kesim  translasyonel baskilama

Sekil 2-5: miRNA'nin olusum mekanizmasi [49]

miRNA’nin 5° ucundaki yaklasik 7 niikleotidlik bolge tohum bdlgesi “seed
region” olarak adlandirilir ve hedef mRNA’lar1 bu bolge araciligi ile tanirlar [67]. Eger
mRNA’nin 3’ UTR bolgesi ile miRNA arasindaki komplementerlik yiiksek seviyede ise
RISC hedef mRNA’lar1 yikima ugratir. Daha diisiik seviyede ise hedef mRNA’dan
translasyon baskilanir (Sekil 2-6) [49, 68]. miRNA’larin hedef mRNA’daki
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komplementer diziyi tanidiklar1 “miRISC” yapis1 hedef mRNA’nin ORF (A¢ik Okuma
Alan1) bdlgesine de baglanabilir. Bu baglanma tam komplementerlik gerektirir ve Ago2

araciligl ile mRNA yikimi gergeklestirilir [68].

miRNA’lar 3 T 5

ORF 3UTR ORF 3UTR
1 |

I
= 1 \ I = — !
//_ --—_-"‘--\. /_'___-_-_‘—"_HL_\ __--_*_‘-“\-\.
ot [T s (TR, [ D . T

5 l AGOD — 3 5 7 AGO 1 AGO ¥ 3

mRNA yikimi Translasyonel baskilama

Sekil 2-6: miRNA'nin hedef mekanizmasi [68]

2.2.3. MikroRNA’lar ve Kanser

Birgok miRNA geninin kromozomun kirilgan yerleri, heterozigotluk kaybinin
oldugu bolgeler gibi kanserle iliskili genomik boélgelerde bulunmasi, miRNA’larin
kanserle baglantili oldugunu desteklemektedir [5, 69]. Son bulgular spesifik
miRNA’larin, invazyon ve metastaz siire¢lerinde, neoplastik transformasyonun erken ve

ileri asamalar1 boyunca dnemli role sahip oldugunu gostermektedir [51].

Kanserin diagnozu, prognozu ve tedaviye yanitinin degerlendirilmesinde
miRNA’lar kullanilabilmektedir. Bu dogrultuda miRNA ekspresyon profilleri normal ve
malign dokuyu ayirt etmek icin kullanilabilir. Son zamanlarda yapilan aragtirmalar
global miRNA ekspresyon profillemesinin, histoloji ve mRNA bazli teshislerin
tiimorleri ayirt edemedigi durumlarda kullanilabilecegini gostermektedir. MiRNA
ekspresyon profillerinin bilinmeyen koékenli tliimdrleri ayirt etmedeki iistiinliigiiniin
nedeni, miRNA'larin doku gelisimine ve farklilasmasina dogrudan dahil olmalartyla
ilgili olabilir [70, 71]. miRNA ekspresyon profillemesi, endokrin ve asiner pankreas
tiimorleri [72], pulmoner adenokarsinomu ve skuamdéz hiicreli karsinom gibi ayni
organin farkli histolojik tiimor tiplerinin ayirt edilmesinde de kullanilabilir [73]. Ayrica,
ayrim histolojik olarak benzer, molekiiler kdken olarak farkli tiimorler arasinda da

yapilabilir. Farkli sitogenetik 6zelliklerdeki akut lenfoid ve akut miyeloid l6semiler,
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farkli mRNA ifadesine sahip ABC (Aktif B Hiicreli) ve GCB (Germinal Merkez B
Hiicreli) gibi DLBCL’nin (Diffiiz Biiyilk B Hiicreli Lenfoma) alt tipleri 6rnek
gosterilebilir [70, 74].

Kanserde miRNA'lar, onkogenler veya tiimor baskilayicilar olarak goérev yapan
diizenleyici molekiiller olarak islev gormektedir [5]. Timor baskilayict olarak
adlandirilan miRNA'lar onkogenleri hedef alirken, onkogenik miRNA'lar da tiimor
baskilayic1t genlerin inhibitorleri olarak adlandirilmakta ve bu sekilde kanser olusum
siirecinde rol almaktadirlar (Sekil 2-7) [55, 75]. Kanserde ekspresyon diizeyi azalan
miRNA’lar; timor baskilayict miRNA’lar, TS-miR; ekspresyon diizeyi artan onkogenik

miRNA’lar ise onkomiR olarak isimlendirilmektedir [70].

. Tumor baskilayict miRNA'lar
- Homozigot delesyon

- Delesyon ve promotor : : BCL-2 ve RAS
. . — <™ miR-15a ve miR-16-1
hipermetilasyon o ct-7a ¥ m
- Delesyon ve mutasyon Onkogen mRNA
Artmasi

- Anormal miRNA olusumu Dusiik ekspresyon

’ Proliferasyon,
miRNA geni apoptozis, invazyon

A ve anjiyogenezis

Onkogenik miRNA'lar
Azalmasi

miR-17-92_

e

Tumor baskilayict mRNA
- Amplifikasyon ) u ilayici

- Translokasyon T N

o3 TGFBR2

Sekil 2-7: Tiimér baskilayic1 ve onkogenik miRNA'lar [55]

2.2.3.1. Tiimor Baskilayict mikroRNA’lar

miRNA'lar ve kanser arasindaki baglant1 ilk olarak 2001 yilinda B hiicreli
Kronik Lenfositik Losemi (KLL) hastalarinda ¢ogunlukla delesyona ugrayan 13ql14
bolgesinde, mir-15a ve miR16-1 varligi ile tanimlanmistir [76]. Daha sonraki
caligmalarda KLL’de gosterilen, mir-15a ve miR16-1’1in diisiik ekspresyon seviyelerinin
anti-apoptotik gen olan Bcl-2’yi hedef alarak anormal hiicre ¢ogalmasina yol agtigi

ortaya koyulmustur. Dolayisiyla her iki miRNA'nin Bcl-2'yi posttranskripsiyonel
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seviyede negatif olarak diizenledigi ve tiimor baskilayict rol oynadigi gosterilmistir.

[77].

Timor baskilayici rolii gosterilen ilk miRNA’lardan biri de let-7’dir. Let-7’nin
siklikla akciger meme ve kolon kanserlerinde ekspresyon seviyesinin azaldigi
gosterilmistir [69]. Ozellikle akciger timdr dokusunda let-7 ekspresyon seviyesinin
diismesi Ras onkogeninin kontrolsiiz ¢aligmasina yol agmistir. Ras, hiicre ¢ogalmasini,
bliylimesini, hiicre iskeleti organizasyonunu, hiicre hareketlerini ve hayatta kalmay1
etkileyen hiicre yiizeyi reseptorlerinden fonksiyonel hiicre ici yola sinyalleri ileten bir
sinyal GTPaz'dir. Aktif Ras mutantlarina (H-Ras, K-Ras ve N-Ras) kolon, tiroid,
pankreas ve akciger kanserlerinde rastlanmaktadir. Let-7, translasyonu engelleyen
3’UTR bolgesine baglanarak Ras, K-Ras ve N-Ras’in aktivitesini diizenlemektedir. Bir
tiimor baskilayici olarak islev goren let-7, Ras'in ve modiile ettigi hiicresel siireclerin

baskilanmasina aracilik etmektedir [61, 78].

2.2.3.2. Onkogenik mikroRNA’lar

Onkogenik miRNA’lar, tiimor baskilayici Ozellikteki hedef mRNA’y1
baskilayarak, apoptozun engellenmesi ve kontrolsiiz bliylime yoniinde etki gosterirler.
Onkogenik 6zelligi tanimlanmig ilk miRNA’lardan (onkomir-1) olan MiR-17-92 gen
kiimesinin (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1 ve miR-92a)
karsinogeneze etkisi birgok solid tiimdr ve hematolojik malignitede gosterilmistir. MiR-
17-92 kiimesi gii¢lii bir onkogen olarak 13q31 genomik lokusunda bulunmaktadir.
Onkogenik transkripsiyon faktorii olan c-myc MiR-17-92 gen kiimesini transaktive
etmektedir. MiR-17-92 kiimesinin en acik sekilde belirlenmis hedefi, miR-17-5p ve
miR20a tarafindan diizenlenen transkripsiyon faktorii E2F1°dir. Diger taraftan miR-17-
92 gen kiimesinin 30’dan fazla hedef geni olmasi sebebi ile hedef gene gore bazen

tiimor baskilayici rol oynadig gosterilmistir [79-81].

Mir-21; meme, kolon, karaciger, beyin, pankreas ve prostat gibi kanser tiirleri
basta olmak iizere neredeyse biitiin kanserlerde asir1 ekspresyonu gézlenmis en yaygin
onkomirlerden biridir. Mapsin, PDCD4 (programlanmis hiicre olimi 4), TPMI1
(tropomiyosin 1) ve PTEN’i (fosfataz ve tensin homologu) i¢ceren dort tiimor baskilayict
geni inhibe ederek, hiicre transformasyonu, tiimdr biiylimesini, invazyon ve metastazi

tesvik etmektedir [61, 82].
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OnkomiR oldugu gosterilen ilk miRNA’lardan biri de miR155’tir [70]. Protein
kodlamayan bir gen olan BIC (B hiicresi entegrasyon kiimesi) ile birlikte gen ifadesinin
arttig1 gosterilen bu miR-155’in 6zellikle diffiiz biliylik hiicreli, hodgkin ve burkitt
lenfoma gelisimine yol actig1 gosterilmistir. Ayrica meme, akciger ve kolon kanseri gibi
solid tlimorlerde miR155'in asir1 ekspresyonunun kotli prognozla iliskisi vardir [83, 84].
Mir-155 immiin sistemin diizenlenmesinde, 6zellikle T yardimci hiicre farklilagmasi ve
optimal bir T hiicresine bagli antikor cevabi iiretmek i¢cin 6nemli bir role sahiptir. miR-

155 kismen sitokin tliretimini diizenleyerek bu kontrolii uygulamaktadir [85].

2.2.3.3. MikroRNA’lar ve Over Kanseri

Yumurtalik biiylimesi, farkli folikiiler hiicrelerde ©Onemli morfolojik ve
fonksiyonel degisikliklerin eslik ettigi bir dizi karmasik ve koordineli islemle
gerceklesmektedir. Overlerin gelisimi ile iliskili kiigiik ncRNA'lar (kodlama yapmayan
RNA’lar) arasinda, miRNA'lar en yaygin olarak c¢alisilan ve ilk olarak aydinlatilan
ncRNA'lardir [86]. MiRNA'larin yumurtalik folikiilii biiyiimesinde steroid hormon
reseptorlerinin diizenlenmesinde gorev aldiklar1 bildirilmistir. Dicer, hiicre gelisiminin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan olgun fonksiyonel miRNA'larin sentezi igin
gerekli bir riboniikleaz III'tiir. Fare overinde, Dicerl proteininin, folikiiliin hem oosit
hem de graniilosa hiicrelerinde ifade edildigi ve Dicerl tarafindan diizenlenen miRNA
sinyal yolunun, faredeki folikiil gelisiminde 6nemli bir rol oynadig: ortaya koyulmustur.
Dicerl inaktivasyonunun, folikiil dejenerasyonuna yol agtigr gosterilmistir [87].
miRNA’larin over gelisiminde rol almasi sebebi ile kadin lireme sisteminde kanser
basta olmak iizere bir¢ok patoloji ile iliskili oldugu cesitli caligmalarda aktarilmigtir [86,
88].

miRNA'larin over kanserinde 6nemli bir rol iistlendigini 6neren ilk calisma
2006'da yaymlanmistir. Calisma miRNA genlerinin yaklasik % 40'min DNA kopya
sayist degisiklikleri igerdigini ortaya koymus ve miRNA genlerinin genomik
degisiminin kanser gelisiminde kritik bir adim tegkil edebilecegini 6ne siirmiistiir [1,
89]. Over kanseri hastalarinda sag kalim oranini arttirmak i¢in; over kanseri taramasi,
erken teshis ve ayrica kemoterapétik ilaglara yanitin izlenmesine daha spesifik ve hassas
biyobelirteglere ihtiyag duyuldugu ve bu konuda arastirmalarin arttirilmast gerektigi
bildirilmektedir [1]. Epitelyal Over Kanserinde (EOK) anormal sekilde eksprese edilen

miRNA'larin kesfi, over tiimorigenezinde ve ilerlemesinde yeni yollar tanimlamistir.
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Biyolojik sivilardaki miRNA ekspresyon profilleri, EOK'nin saptanmasi ve izlenmesi
icin potansiyel olarak kullanilabilir [90]. Diger taraftan kanserle iligkili miRNA’larda

goriilen somatik mutasyonlar, over kanserinde daha nadir goriilmektedir [91] .

Over kanseri diyagnozunda, miRNA'larin potansiyel rolii bircok calismada
degerlendirilmistir (Tablo 2-3) [92]. Over kanserinde en ¢ok tanimlanmis miRNA’lar
icinde anlatim1 artanlar; miR-200 ailesi (miR-200a, miR-200b ve miR-200c ), anlatim1
azalanlar ise; let-7 ailesi ve miR-199a, miR-140, miR-145 ve miR-125b1’dir [93, 94].
Ayrica miR200 ailesinin serdz epitelyal karsinomada normal over dokusuna gore
onemli derecede yiiksek seviyelerde ifade edildigi gosterilmistir [92, 94]. MiR-200a ve
miR-200c, serdz, endometrioid, berrak hiicreli ve karigik karsinom gibi tiim histolojik
gruplarda agsir1 eksprese edilirken, miR-200b ve miR-141 endometrioid ve serd6z over
kanser alt tiplerine spesifiktir. Yakin zamanda yapilan bir calismada, saglikli
kontrollerle karsilastirilan malign ve benign over kanseri olan hastalarda, serum miR-
145'in belirgin bir sekilde anlatiminin azaldig bildirilmis ve sonuglar over kanserini
saptamada miR-145'in potansiyel olaganiistii bir biyobelirteg olarak hizmet

edebilecegini 6ne stirmektedir [93].

Tablo 2-3: Over kanserinde potansiyel belirte¢ olan miRNA'lar

Ornek Anlatimi degisen miRNA’lar

miR-205, miR-429, miR-141, miR-200c, miR-93,

1 miR-16, miR-20a, miR-21, miR-27a, miR-200a, [95-97]
miR-200b, miR-200c
miR-320c, miR-383, let-7b, miR-99a, miR-125b,

Seroz karsinoma

I miR-145, miR-100, miR-31, miR-137, miR-132, ~ [96-98]
miR-26a
1 miR-26, miR-26b, miR-103, miR-182, miR-203  [99, 100]
EOK Hiicre Hatt1
| miR-377, miR-432, miR-124a, miR-436, let-7d [99]

miR-93, miR-126, miR-338-3p, miR-200a, miR-
T 200c, miR-30a, miR-141, miR-182-5p, miR-200a-3p, [97, 101-103]

Berrak Hiicreli Karsinoma ~ MiR-510

| miR-383, miR-424-5p, miR-127, miR-155, miR-99b [97, 103]

Endometrioid T miR-21, miR-29a, miR-92, miR-30c1, miR-126 [101]
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miR-342-3p, miR-181a-3p, miR-450b-5p, miR-155, [101, 104]
miR-127, miR-99b

MiRNA'lar, ¢oklu hedef genleriyle etkileserek over kanseri patogenezinin ¢esitli
molekiiler sinyallesme yolaklarini kontrol eder ve bu genlerin fonksiyonlarini negatif

yonde regiile ederek tiimor olusumunda rol oynarlar (Sekil 2-8) [1].

artan) miRNA'lar

latimi azalan) miRNA'lar

Sekil 2-8: Over karsinomunda ifadesi siklikla degisen miRNA'lar icin bilinen hedeflerin

sematik gosterimi [1]

2.3. Tamda Kullanilan Biyobelirtecler

Tiimdr biyobelirtegleri; kanser hiicresi veya g¢evresindeki hiicreler tarafindan
iiretilen, kanserin tanisi, taramasi veya tedavisi siirecinde, viicut sivilarindan ya da
kandan o6l¢iilebilen molekiillerdir. Hiicre yiizeyi antijenleri, sitoplazmik proteinler,
enzimler, hormonlar, onkofetal antijenler, reseptorler, onkogenler veya onlarin iirtinleri

gibi ¢esitli maddeler igerirler.

Ideal bir tiimér biyobelirtecinde bulunmasi gereken ozellikler:
Belirlenen kanser tipine 6zgiil olmalidir

Erken tan1 ve tarama i¢in yeterli duyarliliga sahip olmalidir

Yarilanma 6mrii kisa olmali ve sik izlem yapilabilmelidir

N N NN

Prediktif ve prognostik yarari bilinmelidir
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v' Saptama i¢in kullanilan test tarama igin ucuz olmalidir [105].

Over kanseri riskinin degerlendirilebilmesi i¢in, 2009 yilinda OVA1, 2011
yilinda Over Malignite Riski Algoritmast (ROMA-Risk of Ovarian Malignancy
Algorithm) isimli iki algoritma Amerikan gida ve ilag idaresi (FDA-Food and Drug
Administration) tarafindan onaylanmigir. ROMA; over kanseri riskini hesaplamak igin,
CA-125 ve HE4 konsantrasyonlarint dlgen kantitatif bir testtir. OVAI; goriintiileme,
menopozal durum ve CA-125 verilerinin, apolipoprotein Al, transtiretin, transferrin ve
B2-makroglobiilin dahil olmak iizere diger dort protein biyobelirtecleri ile birlestirilerek
hesaplanan ¢ok degiskenli bir testtir [106].

CA-125 (Kanser antijeni-125) MUC16 geni tarafindan kodlanan biiyiik bir
transmembran glikoproteini olup, over kanserinin tanisinda en yaygin kullanilan tiimor
biyobelirtecidir [107]. Over kanseri olan hastalarin yaklasik % 80'inde CA-125 seviyesi
yiikselmistir. Ancak erken evre over kanseri olan hastalarin sadece % 50-60'inda CA -
125 yiiksek bulunmustur. CA-125’in tek basina degerlendirilmesi yanlis pozitiflige yol
acabilir. Ciinkii CA-125’deki artis; pankreas, meme, mesane, karaciger, akciger kanseri
gibi diger kanserlerde de goriilmektedir [2, 108]. CA-125'in HE4, CA19-9, CA72-4 ve
CA-153 gibi diger biyobelirte¢lerle kombine edilmesi niikslerin taranmasi ve
izlenmesinde duyarliligin1 artirabilmektedir [109]. CA-125'in  anlatimi kanser
gelisiminin yan1 sira menstrilasyon veya hamilelik gibi baz1 fizyolojik siire¢lerde de
artabilmektedir [110]. Diger taraftan malign ve benign tlimdérlerde ayrim yapamamasi
nedeni ile 6zgilligi ve duyarliig zayif kalmaktadir. Bu siirlamalardan dolay1 over
kanserinin erken uyarist veya teshisi i¢in yeni biyolojik belirteclere ihtiya¢ vardir [2,
111]. CA-125'1 tamamlamak i¢in, kanda ya da fallop tiiplinden, rahimden veya
serviksden alinan sivilarda bulunan otoantikorlar, dolasimdaki timdér DNA's1 (ctDNA)

ve mikroRNA'larin potansiyeli konusundaki kanitlar artmaktadir [112] .

Over kanserinin erken tespiti i¢in bir baska 6nemli protein biyobelirteg, WFDC2
geni tarafindan kodlanan bir glikoprotein {iriinii olan insan epididimis proteini’dir
(HE4). CA-125 ekspresyonu olmayan over kanserli hastalarin % 50'sinde, HE4'liin CA-
125'e kiyasla over kanserinin izlenmesinde daha iyi bir potansiyele sahip oldugunu
gosteren yiiksek HE4 seviyeleri bildirilmistir. HE4 iyi huylu ve kotli huylu timérleri

ayirt etmek i¢in de daha iyi bir kapasiteye sahiptir. Bircok over kanseri tarama
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arastirmasi, kombinasyonel biyobelirteg stratejisinin tek bir protein biyobelirteg

kullanmaktan daha giivenilir, duyarli ve spesifik oldugunu sdylemektedir [113].

MikroRNA’lar over kanseri tanisinda potansiyel biyobelirtegler olarak
degerlendirildiginden, bu miRNA molekiillerinin tek basma ya da hali hazirda klinik
rutin incelemede kullanilan CA-125 tiimér markeri ile kombinasyon seklinde
kullanilabilme olasig1 son derece yiiksektir. Bu nedenle, ¢alismamizda over kanserli
hastalarda arastiran miR-16-5p, miR-17-5p ve miR-638 molekiillerinin 6ncelikli olarak
hastaligi ayirt edebilecek potansiyel biyobelirte¢ler olup olmadiklarinin  Gergek

Zamanli-PZR yontemi ile incelenmesi hedeflenmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Materyal

Tez calismasi, Istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi, Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu 09.02.2018 tarih ve 03 sayili etik kurul karar ile Istanbul Universitesi,
Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji Anabilim Dalinda gergeklestirilmistir. Calisma
grubu 2010-2018 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii Genetik
Poliklinigine bagvurmus olan 150 over kanserli hasta ile hasta popiilasyonu ile yas ve
cinsiyet olarak eslestirilmis, kendisinde ve ailesinde kanser hastaligi bulunmayan 100
saglikli kisiden olusan iki farkli deney grubundan olusturulmustur. Calismaya dahil
edilen tim bireyler, periferik kan ornekleri alinmadan oOnce c¢alisma hakkinda

bilgilendirilmis ve goniillii onam formu imzalatildiktan sonra ¢alismaya alinmstir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler
e Biocoll Separating Solution (Ficoll) [BIOCHROM]

e FEtilen-Diamin-Tetraasetikasit (EDTA),

e Etidyum Bromid (EtBr), Bromfenol Mavisi (BFB) [SIGMA]
e Etanol [RIEDEL DE HAEN]

e Quick RNA MiniPrep Kit [ZYMO RESEARCH]
e [D3EAL cDNA Synthesis System [MIRXES]

e ID3EAL miRNA qPCR Starter Kit [MIRXES]
3.1.3. Kullanilan Cihazlar

e -30 Derin Dondurucu [SANYO]

e -80 Derin Dondurucu [SANYO]

o Santrifiijler [HERAUS, HETTICH, JOUAN]

e Termal Dongii Cihazi [TECHNE]

e Mikropipetler [GILSON]

e Yatay Gel Elektroforez Tanklar1 ve Jel Dékme Sistemleri [BRL]
e Vorteks [FINEPZR]
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Distile Su Cihazi [MILLIPORE]

Spektrofotometre NanoDrop 2000 [THERMO SCIENTIFIC]
MIC Gergek-Zamanli PZR Cihazi

Mikrodalga Firin [ARCELIK]

Gel Dokiimantasyon Sistemi [BRL]

Etiivler (37°C ve 56°C) [NUVE]

Manyetik Karistirict [NUVE]

3.1.4. Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

10X PBS Tampon Cozeltisi

1 litre igin;

e 80 gNaCl

e 2gKC(CI

e 11,5 gNaHPO4
e 2 g KH>POq4

10X BFB Yiikleme Tamponu

2 mL igin ;

e %1 SDS

¢ 5 mg Bromfenol Mavisi
e 2 mL Gliserol

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

e (.88 M Borik Asit
e 5 MTris
e 0.02M EDTA (pH :8.00)

Etidyum Bromiir: 10 mg/mL
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3.2. Yontem

Hasta ve saglikli kontrol grubundan alinan 10 mL periferik kan 6rneklerinden
oncelikle lenfositler ayristirildi. Elde edilen lenfosit hiicrelerinden total RNA izole
edildi. Bu RNA orneklerinden Ters Transkriptaz yontemiyle hedef miRNA’lara 6zgii
cDNA sentezlendi. Arastiracagimiz miR-16-5p, miR-17-5p, miR-638 miRNA’lar1, 5S
rRNA referans geni ile birlikte hasta ve saglikli kontrol 6érneklerinde es zamanli olarak
Gergek-Zamanli PZR yontemiyle cogaltildi. Hasta ve saglikli kisilerden olusan kontrol
gruplar1 arasindaki miR-16-5p, miR-17-5p, miR-638 gen ifade diizeyleri, 5S rRNA geni

ile karsilastirilarak belirlendi.

3.2.1. Periferik Kandan Lenfosit izolasyonu
> EDTA’l tiipe alinmis 10 mL periferik kan 6rnegi 1/1 oraninda % 0.9’luk NaCl
ile diliie edildi.

> Diliie edilmis kan 6rnegi 2 mL Ficoll iizerine pipet yardimiyla yiiklendi. 1910
RPM’de 30 dk. santrifiij edildi.

> Ust fazinda plazma, orta fazinda lenfositler alt fazinda eritrositler, bulunan

tiipten lenfositler pastdr pipet yardimiyla temiz bir tlipe aktarildi.
> 1910 RPM’de 10 dk. santrifiij edildi.

> Stipernatant dokiilerek pellet {izerine 2 mL PBS eklendi ve pipetleme yapilarak
pellet ¢oziildii. Elde edilen pellet 2 krio tiipe 1’er mL olacak sekilde dagitildi.

> Kriyo tiipler 1910 RPM’de 4 dk. santrifiij edildi.

> Stipernatant dokiildii. Elde edilen hiicreler -80°C’de bir giin siireyle inkiibe
edildi.
> Son olarak kriyo tiiplerdeki hiicreler uzun siireli saklanmak {izere azot tanklarina

kaldirildi.

3.2.2. RNA izolasyonu
Elde edilen lenfosit 6rneklerinden RNA izole etmek igin ticari bir kit olan Quick-
RNA MiniPrep Kit [ZYMO RESEARCH] protokolii kullanildi.

Kit protokoliine gore RNA izolasyon islem basamaklari su sekildedir:

» Azot tankindan ¢ikarilan lenfosit hiicrelerinin iizerine 300 pL. RNA Lysis Buffer
eklendi ve ¢oziilene kadar pipetaj yapildi.
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» 10,000 x g’de 30 saniye santrifiij edildi.
» Siipernatant sar1 kolonlu toplama tiiplerine (Spin Away Filter) aktarildi.

> Uzerine 300 pL %95-100’liikk etanol eklendi ve karigim 10,000 g’de 30 saniye
santrifiij edildi.

» Altta toplanan faz yesil kolonlu toplama tiiplerine (Zymo-Spin IIICG Column)
aktarildi.

» Uzerine 5 uL DNase I ve 75 pL DNA Digestion Buffer eklenerek oda sicakliginda
15 dakika inkiibe edildi.

» Kolonun iizerine 400 pl. RNA Prep Buffer eklendi ve 10,000 g’de 30 saniye
santrifiij edildi. Alttaki faz uzaklastirild.

» Kolonun iizerine 700 pL yikama tamponu (RNA Wash Buffer) eklendi ve 10,000
g’de 30 saniye santrifiij edildi. Alttaki faz uzaklastirildi.

» Kolonun iizerine yikama islemini tekrar etmek icin 400 uL. RNA Wash Buffer
eklendi ve 10,000 x g’de 2 dakika santrifiij edildi. Alttaki faz atild1.

» Kolon Rnaz icermeyen 1,5 mL’lik yeni bir santrifiij tiiptine alindi ve tizerine 100 uL
DNaz/RNaz igermeyen steril distile su eklendi. 10,000 g’de 30 saniye santrifiij
edildi.

» Elde edilen RNA’larin kontrolleri yapildiktan sonra birkag tiipe boliinerek
-80°C’de saklandh.

3.2.3. Agoroz Jelde RNA’larin Kontrolii

RNA izolasyonunun ardindan total RNA’nin degrade olup olmadiginin kontrolii
agaroz jel elektroforezi ile yapildi. Elektroforez islemi sonucunda yiiriitilen RNA’nin
28S ve 18S rRNA’lar1 temsil eden iki major bandin varligina ve DNA bandinin
yokluguna bakilarak saglamligi belirlendi.

Bir sonraki basamak olan ¢cDNA sentezinin basarisi i¢in yiiksek kalitede RNA
kullanilmalidir. Yiksek kalitedeki RNA’nin degrade olmamis ve genomik DNA

kontaminasyonu igcermemis olmasi1 gerekmektedir.
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3.2.3.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

RNA orneklerinin agaroz jel elektoroforezi ile kalite kontrollerinin yapilmasi

icin % 1.5’luk agaroz jel asagida belirtildigi gibi hazirlandi.
» 1,5 gagaroz 100 mL 0.5X TEB tamponu iginde koyuldu.

» Hazirlanan karisim i¢in mikrodalga firmin sicaklik ve zaman kosulu ayarlandi

ve karisim uygun araliklarla karigtirilarak kaynatildi.

» Homojen hale gelen karisima, karisimin sicaklign  60°C’ye  diisiince
konsantrasyonu 10 mg/mL olan EtBr (Etidyum bromiir) ¢ozeltisinden 5 pL ilave

edilerek jel hazirlandi.
» Jel, yirmi disli tarak yerlestirilmis jel tabagina dokiildii.
» Jele arastirilan 6rneklerin yiiklenebilmesi i¢in polimerize olmasi beklendi.

Jel kullanilacagi ana kadar ya TBE tamponu i¢inde ya da strech filme sarilarak

+4°C de saklandu.

3.2.3.2. Agaroz Jelde Orneklerin Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Elde edilen RNA’lardan 5 pL 6rnek, 1 pL 10X BFB (brom fenol mavisi) ile
karistirildi ve jel lizerinde bulunan kuyucuklara yiiklendi. 160 volt akimda 3 cm kadar
yiiriitiildii ve UV altinda goriintiilendi.

3.2.4. RNA Konsantrasyonlarmnin Olciilmesi

Elde edilen RNA’larin 6l¢iimleri NanoDrop 2000 Spektrofotometre [THERMO
SCIENTIFIC] cihazina seyreltilmemis stok érneklerden 1 uL yiiklenerek yapildi. izole
edilen RNA’nin saflig1 ve konsantrasyonu A260/A280 nm dalga boylarindaki absorbans
ile belirlendi. Absorbansi 1.6-2.0 OD araliginda olan RNA’lar saf/uygun RNA 06rnegi
olarak kabul edildi.

RNA’nin 260 nm’de vermis oldugu 1 OD’lik absorbans 40 ng RNA molekiiliine
esittir. NanoDrop ile RNA konsantrasyonu 0lgiiliirken 1 pL  hacim yeterli oldugundan
RNA konsantrasyonu direkt olarak ol¢iilebilmekte ve RNA’nin sulandirilmasina gerek
kalmamaktadir. Buna gore NanoDrop ile olgiilen RNA’nin konsantrasyonu asagida

verildigi sekilde hesaplanir:

RNA konsantrasyonu (pg/mL)= ODa2so x Sulandirma Katsayisi (1) x 40 pg
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Olgiilen RNA’larin bir sonraki asamada yapilacak deneylerde kullanilirken
konsantrasyonlarinin esit olmasi gerektigi i¢in hasta ve kontrol grubuna ait olan RNA

orneklerinin konsantrasyonlar1 200 ng/uL olacak sekilde sulandirildi.

3.2.5. cDNA Sentezi

Gergek-Zamanli PZR reaksiyonu i¢in ticari bir kit olan ID3EAL cDNA
Synthesis System [MIRXES] yardimi ile miRNA spesifik Ters Transkriptaz enzimi
kullanilarak RNA’dan ¢cDNA kalib1 sentezlendi. cDNA reaksiyon bilesenleri Tablo 3-
1’de belirtilen miktarlarda karistirildi. Tiim reaksiyon islemi buz igerisinde
gerceklestirildi. 20 pL’lik reaksiyon karigimi, Ters transkriptaz reaksiyonunun
gerceklesmesi i¢in PZR cihazinda inkiibe edildi. Ters transkriptaz reaksiyonu 42°C’de
30 dk inkiibasyon islemini takiben 95°C’'de 5 dk enzim aktivitesinin ortadan

kaldirilmasini igeren iki asamali sicaklik reaksiyonu ile gerceklestirildi (Tablo 3-2).

Elde edilen cDNA 6rnekleri -20°C de saklandi.

Tablo 3-1: cDNA sentez reaksiyonu bilesenleri

Uriin Ad1 Hacmi

RNA X uL

ID3EAL RT Buffer 4X 5uL

ID3EAL RT Primer I Plex miRNA-17-5p 1 uL

ID3EAL RT Primer I Plex miRNA-16-5p 1 uL

ID3EAL RT Primer I Plex miRNA-638 1 uL

ID3EAL RT Primer I Plex 5s rRNA 1 uL

ID3EAL Reverse Transcriptase 1 uL

Niikleaz icermeyen dH,O 20 pL’ye tamamlanir

Tablo 3-2: Ters Transkriptaz islemi ve reaksiyon kosullar

Déngii | Sicaklik (C%) | Siire

1 42°C 30 dk

1 95°C 5dk
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3.2.6. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Calismamizda arastirdigimiz mikroRNA’larin anlatim diizeyleri MIC Gergek-
Zamanli PZR Cihazi (MIC qPCR Cycler) kullanilarak analiz edildi. Reaksiyon sirasinda

¢ogalan gen liriinlerinin saptanabilmesi i¢in SYBR Green floresan boyas1 kullanildi.

Gergek zamanli PZR islemi sirasinda hedef gen ile referans gen disinda baska
bir iiriiniin ¢ogalmadigindan ve primerlerin diizgiin baglandigindan emin olabilmek i¢in

PZR dongiisii sonuna “Erime Egrisi Analizi (Melting Curve Analysis)” eklendi.

Hastalarin lenfositlerinden elde edilen cDNA Ornekleri hedef ve referans
genlerine ait primerler kullanilarak yapilan gergek-zamanli PZR islemine tabi tutuldu ve
hasta gruplar1 ile saglikli kontroller arasinda var olan gen ifade degisiklikleri
degerlendirildi. Gergek-zamanli PZR reaksiyon karisimi ve kosullar1 asagida Tablo 3-3
ve 3-4’te gosterildigi sekilde yapildi.

Tablo 3-3: Ger¢ek-Zamanh PZR reaksiyon karisimi

Reaksiyon Karisimi Hacmi
ID3EAL gqPCR Master Mix (SYBR | 10 puL
Green Master Mix)

Niikleaz igcermeyen dH,O 3 ulL

ID3EAL qPCR Assays Primerler 2 uL

cDNA (1:10 oraninda seyreltilmis) | 5 uL

Toplam hacim 20 uL

Tablo 3-4: Gercek-Zamanh PZR kosullar

Déngii Sayist | Sicaklik (°C) | Siire

1x 95°C 10 dk
40°C 5dk
40x 95°C 10 sn

60°C 30 sn
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3.2.7. Istatistiksel Analizler

Hasta ve saglikli gruba ait gen ifade diizeylerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi SPSS (v21) programi kullanilarak yapildi. Hasta ve kontrol grubu
arasindaki gen ifade diizeyleri ve gen ifade diizeyleri ile klinik veriler arasindaki iliski
Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi. Ayrica aday biyobelirteg olarak belirledigimiz
miRNA’larin tanisal giiclinii géstermek amaci ile ROC (Reciever Operator Characteristics
Curve) analizi geceklestirildi. Klinik verilerin kendi aralarinda ikili karsilastirmalar1 2 ile
yapildi. Hastalarin sagkalim analizi Kaplan-Meier testi ile incelendi. p<0,05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada, 2010-2018 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi, Onkoloji
Enstitiisii, Kanser Genetigi Poliklinigine bagvuran 150 over kanserli hasta ile kontrol
grubu olarak hasta grubu ile yas, cinsiyet ve irk acisindan eslestirilerek segilen 100
saglikli bireyin periferik kan 6rneklerinden elde edilen lenfosit hiicreleri kullanilmistir.
kanserli hasta ile 97 kontrol iizerinden

Sonuglar 142  over saglikli

degerlendirilebilmistir.

Hastalarin yas ortalamasi 49,4 (+10,8); saglikli kontrol grubunun yas ortalamasi
ise 47,9 (£11,3) seklindedir. Gerek saglikli kisilerden olusan konrol grubunda gerekse
over kanserli hasta grubunda yas ortalamalar1 arasinda istatistiksel bir fark
bulunmamakta, gruplar yas acisindan benzer dagilmaktadir.

Hasta ve kontrol grubuna ait demografik ve klinik 6zellikler Tablo 4-1°de
verilmigtir.

Tablo 4-1: Hastalarin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Ozellikler Hasta Sayis1 (N=142,%100)
40=< 28 (%19,7)
Yas 40> 114 (%80,3)
Over kanseri 116 (%81,69)
Tani Over+meme kanseri 17 (%11,97)
Over+endometrium kanseri 3 (%2,11)
Over+diger kanseri 6 (%4,23)
Serdz karsinom 126 (%88,73)
Miisindz karsinom 6 (%4,23)
Histolojik tip Berrak hiicreli karsinom 8 (%5,63)
Squaméz hiicreli karsinom 1 (9%0,7)
Endometrioid 1 (%0,7)
Lokal ileri evre hastalik Var 81(57,04)
durumu Yok 61(%42,96)
Evre Ivell 37 (%26,06)
I ve IV 105 (%73,94)
. . Var 32 (%22,54)
Ailede over kanseri Yok 110 (%77.46)
. Var 51 (%35,92)
Oral kontraseptif kullanimi Yok 91 (%64.08)
. Var 53 (%37,3)
Sigara kullanimi Yok 89 (%62.7)
Eksitus 51 (%35,92)
Son durum Hastalik var 84 (%59,15)
Bilinmiyor 7 (%4,93)
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4.1. RNA Kalite Kontrol Sonuclari

Elde edilen RNA’larin kalitesinin degerlendirilmesi amaci1 ile agoroz jelde
yiiriitiilmesi islemine ait goriintii ve NanoDrop 2000 Spektrofotometre [THERMO
SCIENTIFIC] cihazi ile yapilan 6l¢iim sonuglarina ait 6rnekler Sekil 4-1 ve Tablo 4-

2’de verilmistir.

3000 bp
1500 bp
500 bp

200 bp

Sekil 4-1: izole edilen RNA Orneklerinin Agaraoz Jel Elektroforezi Sonras1 Goriintiisii

Tablo 4-2: Orneklere Ait Nanodrop Olciim Degerleri

Ornekler | Niikleik Asit Konsantrasyonu | Birim | A260/A280 | A260/A230 | Numune
1 96,0 ng/ pL 2,15 2,05 RNA
2 69,4 ng/ uL 2,09 1,87 RNA
3 85,5 ng/ uL 2,06 2 RNA
4 139,1 ng/ ulL 2,12 2,16 RNA
5 79,0 ng/ pL 2,09 2,15 RNA
6 103,8 ng/ uL 2,10 2,24 RNA
7 183,1 ng/ uL 2,03 1,99 RNA
8 110,6 ng/ uL 2,04 1,97 RNA

4.2. Ger¢ek-Zamanh PZR ile Cogaltilan Orneklerin Cogalma Egrileri ve Erime
Egri Analizleri

Gergek zamanli PZR’de cogalan gen iiriinlerinin saptanabilmesi i¢in SYBR
Green floresan boyasi kullanildi. Bu boyanin yapist geregi c¢ogalan dizinin
dogrulugundan emin olmak, hedef gen ile referans gen disinda bagka bir iiriiniin cogalip
cogalmadigimi gérmek ve primer dimerlerini saptayabilmek i¢cin PZR dongiisii sonuna
“erime egrisi analizi” (melting curve analysis) eklendi. Sekil 4-4, 4-7, 4-10’da gergek
zamanli PCR islemi ile her bir miRNA ekspesyonunun belirlemek igin ¢ogaltilan
orneklerin erime egrisi analizleri verilmekte ve buna gore ilgili miRNA gen bolgelerinin

dogru bir sekilde ¢ogaltildig1 gosterilmekte ve anlagilmaktadir.
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Calismada hasta ve kontrol grubuna ait periferik kan drneklerinden izole edilen
RNA’lar, inceledigimiz miRNA’lara 6zgli cDNA’ya doniistiiriildiikten sonra miR-16-
5p, miR-17-5p, miR-638’in ifade diizeylerinin arastirilmasi amaciyla 5S rRNA referans
geni esliginde, gercek-zamanli PZR islemine tabi tutuldu. Her bir hasta ve kontrol
grubuna ait miR-16-5p, miR-17-5p, miR-638 ve 5S rRNA gen ifadelerini gdsteren
gercek-zamanli PZR grafikleri sirasiyla Sekil 4-2, 4-3, 4-4, 4-5, 4-6, 4-7, 4-8, 4-9, 4-10,
4-11,4-12°de gosterilmektedir.

14

12

10

[=-]

Fluoresence

=]

0 5 10 15 20 25 30 35
Cycle Number

Sekil 4-2: Over kanserli hasta ve saghkli kontrollere ait periferik kan o6rneklerinde
incelenen 5s rRNA’1n gercek-zamanh PZR egrileri
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Sekil 4-3: Over kanserli hasta ve saghkli kontrollere ait periferik kan o6rneklerinde
incelenen referans gen 5S rRNA’1n erime egrileri
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Sekil 4-4: Over Kanserli hasta ve saghkl kontrollere ait periferik kan orneklerinde
incelenen referans gen 5S rRNA’1n erime egrisi analizi
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Sekil 4-5: Over kanserli hasta ve saghkl kontrollere ait periferik kan o6rneklerinde
incelenen miR-16-5p’nin gercek-zamanh PZR egrileri
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Sekil 4-6: Over kanserli hasta ve saghkli kontrollere ait periferik kan o6rneklerinde
incelenen miR-16-5p’nin erime egrileri
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Sekil 4-7: Over kanserli hasta ve saghkli kontrollere ait periferik kan o6rneklerinde
incelenen referans miR-16-5p’nin erime egrisi analizi
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Sekil 4-8: Over kanserli hasta ve saghkli kontrollere ait periferik kan o6rneklerinde
incelenen miR-17-5p’nin gercek-zamanh PZR egrileri
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Sekil 4-9: Over kanserli hasta ve saghkli kontrollere ait periferik kan orneklerinde
incelenen miR-17-5p’nin erime egrileri
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Sekil 4-10: Over kanserli hasta ve saghkh kontrollere ait periferik kan orneklerinde
incelenen referans miR-17-5p’nin erime egrisi analizi



38

10

Huoresence

Cycle Number

Sekil 4-11: Over kanserli hasta ve saghkh kontrollere ait periferik kan orneklerinde
incelenen miR-638’nin gercek-zamanh PZR egrileri
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Sekil 4-12: Over kanserli hasta ve saghklh Kkontrollere ait periferik kan orneklerinde
incelenen miR-638’in erime egrileri
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4.3. Gen ifadelerinin Degerlendirilmesi

248CL metodundan

Gen ifadelerinin hesaplanmasit ve degerlendirilmesinde
faydalanildi. Bu metoda goére sonuclar PZR {iriinlerinin miktarindaki ilk énemli artis
olan Crdegerlerine gore belirlendi. Bu yontem dogrultusunda hedef gen ile referans gen
arasindaki farki belirleyen ACt hem hasta hem de kontrol grubu i¢in ayr1 ayr
hesaplandi. Ardindan her bir hasta 6rnegine ait ACt degerinden saglikli gruba ait
ortalama ACr degerinin ¢ikartilmasiyla her bir hasta 6rnegine ait AACt degeri bulundu.

Bu deger 2744¢

T formiiliine gore 5S rRNA gen ifadesi referans alinarak hasta grubuna ait
miR-16-5p, miR-17-5p, miR-638’in ifade diizeylerinin kontrol grubuna goére ne kadar

oranda artt1g1 ya da azaldigi belirlendi.

ACt= Cr (hedef gen) — Cr (referans gen)
AACT= ACrt (hasta) - ACr (saglikli kontrol)or

2-AACT =2- [(Ct hedef —Ct ref)hasta — (Ct hedef —Ct ref)kontrol]

Bu hesaplamalara iliskin degerler Tablo 4-3’te verilmistir.

Tablo 4-3: miR-16-5p, miR-17-5p, miR-638’in ifade diizeyleri

miR-16-5p miR-17-5p miR-638 Hasta miR-16-5p miR-17-5p miR-638

Hasta No 2-3ACT 2-AACT 2-AACT No 2-AACT 2-AACT 2-AACT
1 6,1773 25,6342 0,5946 23 1,3566 1,5692 1,1567
2 3,0525 1,7291 0,3186 24 1,6702 1,5052 1,0497
3 3,4343 2,3457 0,7474 25 0,8179 0,669 1,0867
4 6,9163 3,4822 1,021 26 3,7321 2,6945 0,5249
5 1,4845 1,3013 0,6974 27 10,3388 5,9794 9,0631
6 0,4863 0,356 1,8404 28 8,7543 6,1903 5,3517
7 1,3851 1,2483 0,1805 29 6,9163 1,815 2,5548
8 29,8571 11,6318 223,4139 30 3,8906 1,0943 2,2969
9 3,5554 2,2658 1,0425 31 2,969 0,5864 7,8645
10 3,1821 2,1735 2,1585 32 1,4439 0,2269 4,8886
11 0,1661 0,1241 0,1303 33 0,3816 0,1731 0,3164
12 8,2249 3,0314 8,3469 34 1,4044 0,5548 0,8496
13 2,0994 1,4845 0,8766 35 1,6133 0,6285 5,1276
14 0,5249 0,356 1,1096 36 2,5491 2,4623 0,4414
15 0,7738 0,7474 4,0558 37 0,5664 0,2176 0,8846
16 0,3923 0,2238 7,4127 38 0,5359 0,2146 0,7323
17 5,9381 3,2716 0,8293 39 3,7581 2,1585 2,0042
18 1,0497 0,9593 0,2973 40 1,181 1,9053 4,4015
19 4,724 5,0982 17,1484 41 0,5176 0,1672 1,6184
20 8,515 7,9447 4,6913 42 2,8089 0,9862 0,077
21 2,4967 1,366 0,4796 43 0,732 0,183 9,532
22 6,498 4,5948 0,5704 44 10,7034 1,3755 71,5901
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45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

13,9288
0,5864
13,1775
4,4383
37,5307
0,6783
8,4561
0,5704
0,6242
2,6759
1,8025
2,4623
17,8766
3,3404
7,8899
0,3284
2,9485
35,0174
0,8351
3,4343
6,9644
26,3549
0,0445
9,9866
3,4822
2,1418
9,3179
184,8229
87,4266
0,6598
3,9724
90,5097
0,2079
143,0128
5,0982
4,3469
0,5987
15,1369
8,2249
29,0406
25,9921
0,3012
5,7757
1,5692
2,6208

3,249
0,2832
5,3889
1,1251
8,2249
0,1638
3,6553
0,1377
0,2316
0,9075
0,5625
2,8284
13,3614
1,181
2,8679
1,9453
1,6133
20,5348
0,4931
1,5052
42575
0,5249
1,1567
4,0558
7,5162
9,3179
6,9163
110,6608
1,5263
15,8895
2,3134
30,91
1,1329
2,0139
6,3203
1,0425
15,6707
12,996
8,1681
30,0647
7,6211
1,7654
0,6242
3,0314
2,114

6,6613
0,886
1,2582
0,1209
1,6086
0,5826
0,7953
0,0435
0,6064
1,4924
0,0321
0,4061
1,6935
0,4863
282,9573
0,0004
21,6736
1,5263
0,2449
1,9862
0,0872
0,2253
42871
1,1567
1,2834
1,3287
11,0043
21,1121
0,8123
0,8066
0,7781
1,2226
3,2266
0,933
6,0629
0,9794
12,1257
11,7942
0,7792
8,6939
1,2834
0,2316
1,007
1,2834
0,2553

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134

19,6983
5,063
1,7654
13,8326
22,0087
27,6652
18,8959
1,5157
65,3448
47,1766
8,1117
10,1965
19,4271
0,1869
5,4642
0

4
0,5864
7,6211
3,5308
5,0082
0,7371
12,9063
3,3404
10,2674
6,498
8,9383
0,9075
1,9453
4,9933
6,774
0,5704
1,6586
5,6178
0,683
10,4831
4,1989
6,2333
1,0353
2,2038
3,8906
1,5801
1,5369
5,7757
0,7371

2,6027
6,8211
1,7411
26,3549
10,4831
1,9862
4,6589
18,7654
60,9688
27,8576
9,0631
8,5742
16,2234
1,8532
4
4,5948
14,723
1,5157
7,3107
4,1411
9,5137
0,7474
11,3137
3,1821
11,0809
9,1261
4,5631
0,8827
1,2058
4,0558
4,7899
0,5285
1,3195
3,5554
0,6199
4,1125
6,9644
4,6268
0,3143
1,5263
2,8679
1,0425
1,4948
3,4343
0,5396

0,4118
3,3404
1,7171
2,2038
1,5583
1,5263
6,4086
2,9079
3,4343
1,0281
3,1383
2,8089
6,4531
2,5315
1,2834
0,3015
2,1886
0,8123
1,9725
2,362
5,579
2,2191
5,2054
3,6301
6,774
2,514
1,2834
0,1719
3,8106
11,7942
9,9177
5,1337
11,6318
10,1261
4,6268
1,2924
0,1649
2,2501
17,2677
2,0562
0,086
0,4033
2,0849
1,007
0,1183
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135
136
137
138
139
140

1,3851
3,7064
1,5157
1,0718
4,9246
3,0951

0,6199
4,084
0,8351
0,5548
1,8404
10,0561

0,7022 141 48568 2,8284 20,393
94479 142 4,084 22,6274 0,2132
6,774
6,9644
10,1261
2,4623

Microsoft excel programi kullanilarak yapilan hesaplamalara gore over kanserli

hastalarin, saglikli gruba gore ifade diizeylerindeki (2742 artis veya azalis1 belirten

grafikler Sekil 4-13’de gosterilmektedir. Bu sonuglara gore hastalar, gen ifade diizeyi

bir olan saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda miR-16-5p’nin 224 =11,5; miR-

17-5p’nin 222¢ =6,1; miR-638’in 224C, =7,5 kat arttigi saptanmustir. Hastalarin

Fold&Change (|[FC[>2) degeri goz oniine alindiginda, gen ifade diizeylerinin 2 kattan

fazla arttig1 goriilmiistiir.

2-04CT

12

10

miRNA ifade diizeyleri

Kontrol

m115

miR-16-5p miR-17-5p miR-638

Sekil 4-13: Saghkh kontrol grubuna gore hastalarda miRNA gen ifade diizeylerini

gosteren 222 ortalamalarmn karsilastiriimasi

SPSS v21.0 programui ile yapilan istatistiksel analizlere gore; gruplar arasindaki

dagilimin normallik varsayimi Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro Wilk testleri ile

degerlendirildi. Normallik varsayimi sonuglaria gore p<0,05 oldugu i¢in (Tablo 4-4),

gruplarin normal dagilim gostermedigine ve verilerin incelenmesinde parametrik

olmayan Mann-Whitney U testinin kullanilmasinin uygun olduguna karar verildi.
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Tablo 4-4: Normallik Dagilim Testi

miRNA Grup Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
ifade dizeyleri Statistic df Sig. Statistic df Sig.

miR-16-5p | Hesta ,333 142 ,000 1400 142 ,000
2-aacT Kontrol ,183 97 ,000 ,804 97 ,000
miR-17-5p | Hasta 312 142 ,000 443 142 ,000
2t Kontrol 201 o7 ,000 735 o7 ,000
miR-638  |Hasta 405 142 ,000 196 142 ,000
2-2ACT Kontrol ,336 97 ,000 410 97 ,000

Mann-Whitney U testi ile yapilan degerlendirmeye gore hasta ve kontrol
gruplar1 arasindaki 224t degerleri baz almarak yapilan hesaplamalarda arastirdigimiz
miRNA’larn ifade diizeylerinin hasta gruplarinda saglikli kontrollere gore istatistiksel
acidan anlamli (p< 0,05) oldugu goriildi. Her bir miRNA i¢in elde edilen p degerleri
sirastyla miR-16-5p, p< 0,001; miR-17-5p, p< 0,001 miR-638, p=0,005 oldugu
belirlendi (Tablo 4-5).

Tablo 4-5: Hasta ve kontrol gruplari arasinda miRNA gen ifade diizeylerinin istatistiksel
olarak karsilastirilmasi

miR-16-5p | miR-17-5p [ miR-638
Mann-Whitney U 4043,000 4540,500 5408,500
Wilcoxon W 8796,000 9293,500( 10161,500
V4 -5,419 -4,471 -2,817
p Degeri< 0,000 0,000 0,005

Yiiksek ekspresyon diizeyi istatistiksel olarak anlamli ¢ikan miR-16-5p, miR-17-
5p, miR-638 molekiillerinin hedefledigi mRNA’lar1 baskiladigi yani hedef genin
aktivitesini negatif yonde diizenledigi i¢cin bu miRNA genlerinin tiimor baskilayici
Ozellik gosterdigi “mirTarBase” ve “TargetScan” veri tabanlar1 kullanilarak belirlendi
(Tablo 4-6). Ardindan ilgili miRNA’larin hedef genlerinin en fazla iligkili oldugu
protein agin1 gostermek icin “STRING Analizi (Protein-protein interaksiyon analizi)”
gergeklestirildi. miR-16-5p, miR-17-5p ve miR-638’in hedef genlerine iliskin yapilan
String analizi sonrasinda elde edilen protein agindaki etkilesimlerin anlamli oldugu
goriildii (p< 0,05). String analizi sonuglarina gére miR-16-5p’nin hedefledigi genler ve
buna bagli proteinler arasinda CCNE1 ve CCNDI1 protein etkilesimlerinin gii¢lii oldugu
tespit edildi (p< 0,05) (Sekil 4-14). Cyclin E1 (CCNE1) hiicrelerin Gi'den S fazina



43

gecisini kontrol eden, miR-16-5p’nin hedefledigi ve negatif yonde diizenledigi en
onemli genlerden biri oldugu belirlendi. miR-17-5p icin yapilan String analizinde ise bu
miRNA ile etkilesen ve aralarinda gii¢lii iligki oldugu gosterilen proteinlerin CDKN1A
ve RBL2 molekiilleri oldugu saptandi (Sekil 4-15). miR-638 icin yapilan String
analizinde ise bu miRNA’nin hedefledigi en 6nemli hedef genlerin PTEN ve TP53
olduklar1 ve bu iki molekiil arasinda son derece giiclil bir etkilesimin oldugu gosterildi

(p<0,05) ( Sekil 4-16).

Tablo 4-6: Ekspresyon diizeyi artan miRNA'larin olas1 hedef molekiilleri

miRNA Dizi Olas1 Hedef Molekiiller

CCNEL, BCL2, FGF2, HMGAL1, CCNDI,

miR-16-5p UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG VEGFA, CHEK

E2F1, PTEN, TGFBR2, CDKNI1A/p2l,

miR-17-5p CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG RBL2/p130, BCL2L1 1/Bim, TP53INP1

miR-638 AGGGAUCGCGGGCGGGUGGCGGCCU CDK2, DACT3, TP53INP2, PTEN, TP53




Nod Rengi Nod igerigi

Renkli Nodlar: Bos Nodlar:
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Sekil 4-14: miR-16-5p'nin hedef genleri icin yapilan string analizi

3D yapisi bilinmeyen proteinler

3D yapisi bilinen veya tahmin edilen proteinler

Digerleri
£t Metin madenciligi
#— Birlikte ekspresyon

£t Protein homolojisi
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Nod Rengi Nod igerigi
Renkli Nodlar: £ BogNodlar:
Sorgu proteinleri ve etkilesen ilk kabuk . 3Dyapsi bilinmeyen proteinler
£ ) Beyaz Nodlar: f;\ Dolu Nodlar:
'\::'/ Etkilesen ikinci kabuk A\ /; 3D yapisi bilinen veya tahmin edilen proteinler
Bilinen Etkilesimler Tahmin Edilen Etkilesimler Digerleri
— "Diizenlenmis veri tabanlarindan =" Gen kamsulugu £ Metin madenciligi
#— Deneysel olarak belirlenmis =" Gen fiizyonlan —" Birlikte ekspresyon
—"" Gen birlikte olusumu £9— protein homolojisi.

Sekil 4-15: miR-17-5p'nin hedef genleri icin yapilan string analizi
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SLCOAZR1

Nod Rengi Nod igerigi
Renkli Nodlar: £ ) BosNodlar:
Sorgu proteinleri ve etkilesen ilk kabuk \ 3D vyapisi bilinmeyen proteinler
£ ) Beyaz Nodlar: £ Dolu Nodlar:
W\ Etkilesen ikinci kabuk \_~ ~ 3D yapisi bilinen veya tahmin edilen proteinler
Bilinen Etkilegsimler Tahmin Edilen Etkilesimler Digerleri
" '— 'Diizenlenmis veri tabanlarindan """ Gen komsulugu " Metin madenciligi
#— Deneysel olarak belirlenmis *—"" Gen flizyonlan “—" Birlikte ekspresyon
" —" Gen birlikte olusumu “— Protein homolojisi.

Sekil 4-16: miR-638'in hedef genleri icin yapilan string analizi

Ayrica arastirdigimiz miR-16-5p, miR-17-5p, miR-638 gen ifade diizeyleri ile
hastalarin sigara igme durumlari, lokal ileri evre hastalik ve oral kontraseptif kullanimi
arasindaki iligki ayr1 ayrt Mann-Whitney U testi ile incelenmis ve elde edilen sonuglar
Tablo 4-7, 4-8, 4-9°da verilmistir. Incelenen gruplara gére; hastalarda miR-17-5p’nin
artan ifade diizeyi ile sigara igme durumu arasinda anlamli bir fark saptanirken
(p=0,007), diger miRNA’lar ile sigara igme durumu arasinda istatistiksel bir anlamlilik
bulunmamistir (p>0,05). miR-638’in artan ifade diizeyi ile lokal ileri evre hastalik
durumu arasinda anlamli bir fark varken (p=0.03), diger miRNA’lar ile lokal ileri evre
hastalik durumu arasinda istatistiksel bir fark yoktur (p>0,05). Hastalara ait diger bir
klinik veri olan oral kontraseptif kullanim1 ile gen ifade diizeyleri arasinda ise herhangi

bir istatistiksel anlamlilik gdsterilememistir (p>0,05).
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Tablo 4-7: Hasta miRNA gen ifade diizeylerinin sigara icme durumlari ile istatistiksel
olarak karsilastirilmasi

Sigara kullanimi N Analizler miR-16-5p [ miR-17-5p[ miR-638
var 53 Mann-Whitney U 1866,000 [ 1683,500 2081,000
yok &9 Wilcoxon W 3244,000 3061,500 6086,000
4 -1,914 -2,694 -,996
p Degeri ,056 ,007 ,319

Tablo 4-8: : Hasta miRNA gen ifade diizeylerinin lokal ileri evre hastahik durumlari ile
istatistiksel olarak karsilastirilmasi

Lokal ileri Evre N Analizler miR-16-5p [ miR-17-5p| miR-638
var 81 Mann-Whitney U 2180,500( 2424,000 1927,500
yok 61 Wilcoxon W 5420,500 [ 5664,000 5167,500
Z -1,080 -,067 -2,133
p Degeri ,280 ,947 ,033

Tablo 4-9: Hasta miRNA gen ifade diizeylerinin oral kontraseptif kullanimu ile istatistiksel
olarak karsilastirilmasi

OKS kullanimi N Analizler ImiR-16-5p miR-17-5p |miR-638
var 51 Mann-Whitney U 2255,500( 2110,000 2037,500
yok 91 Wilcoxon W 3581,500( 3436,000 3363,500
Z -,061 -,691 -1,005
p Degeri ,952 ,490 315

Hastalarin sirast ile 40 yas alt1 ve istii, 45 yas alt1 ve iistii, 50 yas alt1 ve {istii

seklinde yas durumlar1 gruplandirilarak, tek tek miR-16-5p, miR-17-5p, miR-638 gen

ifade diizeyleri ile karsilastirllmis ve yas durumlar ile gen ifade diizeyleri arasinda

anlaml bir fark bulunamamaistir (p>0,05). (Tablo 4-10).

Tablo 4-10: Hasta miRNA gen ifade diizeylerinin yasa gore istatistiksel olarak

karsilastirilmasi
Yas Hasta Sayis1 Analizler miR-16-5p miR-17-5p miR-638
(N=142)

Mann-Whitney U 1388,000 1512,000 1513,500
Wilcoxon W 1794,000 1918,000 8068,500

40=< 28

40> 114 Z -1,066 -431 -,423
o ,286 ,667 ,672

p Degeri
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Mann-Whitney U 2074,500 2098,500 2075,500
45=< 42 Wilcoxon W 2977,500 7148,500 2978,500
45> 100 Z -114 -,007 -,110
p Degeri ,909 ,995 913
Mann-Whitney U 2461,500 2435,500 2486,000
50=< 73 Wilcoxon W 5162,500 4850,500 4901,000
50> 69 Z -,233 -,339 -,133
p Degeri ,816 ,735 ,894

Inceledigimiz miRNA ifade diizeylerinin, hastalarin ailesinde yer alan over
kanserli bireylerin sayist ve tiim kanserli vakalarin toplamini igeren kanserli akraba
sayis1 gruplari ile aralarinda bir iliskinin olup olmadigini anlamak i¢in” spearman
korelasyon analizi” gerceklestirilmistir. miR-16-5p, miR-17-5p, miR-638 gen ifade
diizeyleri ile ailedeki kanser sayist degiskenleri arasinda bir korelasyon ve istatistiki

anlamlilik bulunamamuistir (p>0,05) (Tablo 4-11).

Tablo 4-11: miRNA ifade diizeyleri ile ailedeki over kanseri ve toplam kanser sayisi
arasindaki iliskiyi gosteren korelasyon istatistigi

Korelasyonlar Ailede Over Ailede Toplam

Kanseri Sayisi Kanser Sayis1
N 142 142
Korelasyon Katsayisi -,064 -,153
miR-16-5p p Degeri ,453 ,070
N 142 142
miR-17-5p | Korelasyon Katsayisi -,077 -,077
p Degeri ,362 ,362
N 142 142
miR-638 Korelasyon Katsayisi ,002 -,027
p Degeri ,985 ,749

Hastalarin sigara kullanimi ile metastaz varlig1 arasindaki iligskiyi incelemek igin

Ki-Kare Testi (Chi-Square Test) gergeklestirilmistir.

Sigara kullanim1 durumu,

hastadaki lokal ileri hastalik-abdominal metastaz varlig1 acisindan karsilagtirildiginda
anlaml bir fark bulunamamstir. Klinik verilere ait hasta sayilarma iligskin bilgiler ve

istatistik sonuclari sirasi ile Tablo 4-12 ve 4-13’de gosterilmektedir.
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Tablo 4-12: Sigara kullanimu ile lokal ileri hastalik-abdominal metastaz durumu arasinda
yapilan istatistiksel degerlendirmeye iliskin vaka dagilim

Metastaz durumu | Toplam
yok var
) yok 35 54 89
Sigara
var 26 27 53
Toplam 61 81 142

Tablo 4-13: Sigara kullamimu ile lokal ileri hastalik-abdominal metastaz varhginin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Analizler Value Df P P
(Serbestlik Degeri | Degeri
derecesi)
Pearson Chi-Square 1,524% 1 217
Fisher's Exact Test ,224

4.4. Sagkalim Analizi

Tez calismasinda inceledigimiz over kanserli hastalarin ortalama sagkalim siiresi
12,08 (SD + 0,886) aydir ve 2010-2019 yillar1 arasinda taradigimiz 142 hastadan,
501’inin 6ldigi, 84 hastanin tanidan sonra hayatta kaldigi, 7 hastanin ise durumunun
bilinmedigi tespit edilmistir.

Aragtirdigimiz miR-16-5p, miR-17-5p, miR-638 ifade diizeylerinin sagkalim
stiresini etkileyen degiskenler olup olmadigini incelemek amaci ile Kaplan-Meier
analizi gergeklestirilmistir. Gen ifade diizeyleri ile sagkalim siiresi arasinda bir

korelasyon bulunmamustir (Tablo 4-14). Ancak yiiksek miR-638 ekpresyon diizeyi ile

sagkalim arasinda anlamlilik yoniinde bir trend goriilmektedir.

Tablo 4-14: miRNA ifade diizeyleri ile sagkalim siiresi arasindaki korelasyon istatistigi

Korelasyonlar miR-16-5p miR-17-5p miR-638
N 51 51 51
Korelasyon ,079 ,015 -,252
Siire (yrl) katsayis1
p degeri 582 916 ,075
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4.5. ROC Analizi

Inceledigimiz miR-16-5p, miR-17-5p, miR-638 molekiillerinin aday biyobelirteg
olarak tanisal performansimi diger bir deyisle over kanserli hasta ve saglikli kontrol
grubunu ayirt edebilme giiclinii gosterebilmek amaci1 ile Reciever Operator
Characteristics (ROC) analizi gergeklestirildi (Sekil 4-17). ROC egrisi altinda kalan
alan (ROC-AUC) 0,5 ile karsilastirildiginda 1°e ne kadar yakinsa tanisal giliciinlin o
kadar kuvvetli oldugu bilinmektedir. Tablo 4-15’te verilen her bir miRNA i¢in
belirlenen ROC-AUC degerleri ve %95 CI (Giiven Aralig1) sonuglari yer almaktadir ve
bu sonuclara gore over kanserli hastalarin tanisinda miRNA degiskenlerinin tanisal

giicii istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Sekil 4-17: Over kanserli hasta ve saghkh grup arasindaki miR16-5p, miR17-5p, miR-638
ROC egrileri
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Tablo 4-15: Over kanserli hasta ve saghkh grubun ayrilmasinda miRNA'larin ROC-AUC

degerleri
miRNA’lar ROC-AUC %95 CI p degeri
miR-16-5p ,707 ,641 - 772 ,000
miR-17-5p ,670 ,603 - 738 ,000
miR-638 ,607 ,534 - ,681 ,005

Over kanserli hastalarmn klinik verilerinden elde edilen CA-125 degerleri ile tez
caligmasinda arastirdigimiz miRNA ifade diizeylerine ait sayisal Ol¢limler arasinda
dogrusal bir iligski olup olmadigimi belirlemek amaci ile ”spearman korelasyon analizi”
gerceklestirilmistir. miR-16-5p, miR-17-5p, miR-638 ifade diizeyleri ile tedavi
baslangicinda ve tedavi esnasinda bakilan CA-125 sayisal degiskenleri arasinda bir

korelasyon ve istatistiki anlamlilik bulunamamaistir (p>0,05) (Tablo 4-16).

Tablo 4-16:miRNA ifade diizeyleri ile CA-125 degiskenleri arasindaki korelasyon

istatistigi

p Degerleri Baslangic CA-125 Son CA-125
miR-16-5p ,672 984
miR-17-5p ,259 ,095

miR-638 ,664 579
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5. TARTISMA

Over kanseri, kadinlarda goriilen tiim kanserler arasinda diinyada 8. sirada,
iilkemizde 7. sirada yer almaktadir. Jinekolojik kanserler arasinda ise en Oliimciil
malignitelerden biridir. Over kanseri diinya ¢apinda 295.414 yeni vakadan ve 184.799
oliimden sorumludur. Ulkemizde 2018°de 3.729 kadinin over kanseri teshisi aldig1 ve

2.191 kadinin kansere bagli olarak hayatin1 kaybettigi tahmin edilmektedir [17, 18].

Over kanserlerinin % 90'indan fazlas1 epitelyal over kanserleridir. Over kanseri
erken evrede belirgin bir semptom gostermez ve over kanseri tanisi alan hastalarin %
60'indan fazlasinda abdominal veya uzak metastazlar vardir [92]. Over kanseri tanisi
icin pelvik muayene, transvajinal ultrasonografi ve serum CA-125 seviyesi rutin
prosediirler sirasinda bakilan testlerdir ve bu testler erken tan1 koymak icin yeterince
hassas ve spesifik degildirler [114]. Erken agsamada over karsinomunu tespit etmek igin
klinik kullanimda kanitlanmis yeterli duyarlilik ve 6zgiilliikte bir biyobelirteg olmamasi
da taninin ileri evrelerde koyulmasina yol agmaktadir [93]. Bu konuda tedaviler ve
stratejiler gelismeye devam etse de, epitelyal over kanseri i¢in bes yillik sagkalim orani
sadece % 30'dur [92, 115] . Bu nedenle hastalardan invaziv olmayan veya minimal
invaziv yontemlerle elde edilebilecek yliksek hassasiyette biyobelirteclerin bulunmasina

ve ilerletilmesine ihtiyag¢ vardir.

mikroRNA'lar 18-24 niikleotid uzunlugunda, postranskripsiyonel seviyede gen
ekspresyonunu diizenleyen kiigiik RNA molekiilleridir. Genel olarak, miRNA
genlerinin % 50’si kansere bagli genomik bolgelerde veya kirilgan bolgelerdedir [116].
Ayn1 zamanda miRNA’lar kanda ve viicut sivilarinda oldukg¢a kararli bir sekilde ifade
edilirler. Bu nedenle arastirmalar miRNA'larin kanser diagnozu, siniflamasi ve prognoz
tahmininde potansiyel biyobelirtecler olabilecegini gostermektedir. Ayrica miRNA
ekspresyon profilleri ile yapilan caligmalarda miRNA’larin kanser tiirlerini ayirt etmede
haberci RNA’lara (mRNA’lar) gore daha etkili olduklar1 gosterilmistir [71]. Bu sebeple
miRNA’lar, kanser tanis1 ve siniflandirmasi i¢in mRNA'lardan potansiyel olarak daha
tistiin belirteglerdir [117, 118]. Ek olarak miRNA'larin over kanserinde gdsterilen
anormal ekspresyonunun, invazyon ve metastaz ile yakindan iligskili oldugu

vurgulanmaktadir [93].
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Tez calismasinda daha &nce ekibimizde yapilan istanbul Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenen projede mikroarray analizi bakilan ve
sonucu anlamhi ¢ikan miRNA’lar arasindan segilen miR-16-5p, miR-17-5p, miR-638
genlerinin over kanserli hastalarda validasyonlarinin yapilmasi ve biyobelirteg
niteliginin incelenmesi amaci ile hastalarin periferik kan Orneklerine ait lenfositler
kullanilarak gercek-zamanli PZR islemi gergeklestirildi. Hastalarin miRNA ifade
diizeylerinin saglikli kontrol grubuna gore miR-16-5p’nin 244¢ =11,5; miR-17-5p’nin
284C =6,1; miR-638’in 2724€, =7,5 kat artt1§1 saptand1 ve bu artisin istatistiksel agidan
anlamli (p< 0,05) oldugu goriildii. Her bir miRNA i¢in elde edilen p degeri; miR-16-5p,
p< 0,001; miR-17-5p, p< 0,001 miR-638, p=0,005"dir. Elde edilen verilere gore
ekspresyon diizeyinin artmast miRNA’larin onkogenik 6zellik gosterdigini ve bu yolla
tiimor baskilayic1 hedef mRNA’larin1 baskilayarak tiimor olusumuna ya da ilerlemesine
yol actigin1 diigiindiirmektedir. Bu amagcla inceledigimiz miRNA’larin lokal ileri evre
hastalik-abdominal metastaz durumu ile iligskisine bakildi ve miR-638’in artan ifade
diizeyi ile abdominal metastazi olan lokal ileri evre hastalar arasinda anlamli bir fark
saptand1 (p=0,007). Diger iki miRNA’da ise bu ac¢idan anlamli bir fark goriilemedi. Bu
bulgular miR-16-5p, miR-17-5p’nin tanisal bir degere sahip oldugunu, miR-638’in ise
hem tanisal hem de prognostik 6neme sahip olabilecegini diigsiindiirmektedir. Ek olarak
miRNA’larin tanisal giiciinii belirlemek amaci ile yapilan ROC analizinde her bir
miRNA’nin hastaligi ayirt etme performansinin istatistiksel olarak anlamli oldugu
gorildii (miR-16-5p, p< 0,001; miR-17-5p, p< 0,001 miR-638, p=0,005). Over kanserli
hastalarin klinik verilerinden elde edilen CA-125 degerleri ile tez c¢alismasinda
arastirdigimiz miRNA diizeyleri arasinda korelasyon analizi gercgeklestirildi ve bu iki
degisken arasinda bir iliski ve istatistiksel anlamlilik bulunamadi (p>0,05). Tez
caligmasinin kapsami genisletilerek, CA-125 degerlerinin saglikli kontrol grubunda da
bakilmasi, hastalig1 ayirt etme giicii acisindan inceledigimiz miRNA’lar ile CA-125
degerlerinin karsilastirilabilmesi i¢in 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica
hastalarin bazi klinik verileri ile inceledigimiz miRNA’larin ifade diizeyleri
karsilastirildiginda; hastalarin sigara igme durumu ile miR-17-5p’nin artan ifade diizeyi

arasinda anlamli bir fark oldugu goriildi (p=0,007).
Overlerin dinamik yapis1 nedeniyle fizyolojik fonksiyonu ile ilgili tiim yapilarin
patolojik doniisiim i¢in bir potansiyel tasidigi bilinmektedir. Folikiil gelisimi, oosit

olgunlagmasi gibi agsamalarda bozukluk olmasi ya da ovulasyon sirasinda ortaya ¢ikan
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deformasyonlar onarilirken kontrolsiiz hiicre boliinmesi meydana gelmesi over kanseri
gelisimi ile sonuglanabilmektedir [119, 120]. Bununla birlikte miRNA’larin folikiil
gelisiminde ve ovulasyonda rol oynadiklari bir¢ok ¢alismada ortaya koyulmustur [121].
miRNA ekspresyon diizeyindeki degisiklikler anormal folikiil gelisimi veya overin
diger hastaliklarinda da gosterilmistir [122]. Caligmamizda arastirdigimiz miR-16-5p ile
over kanseri arasinda literatiirde bir iliskiye rastlanmamustir. Ancak miR-16-5p’nin
overlerde gelisen fizyolojik mekanizmalarla baglantili oldugu gdsterilmistir.
Yerushalmi ve ark. folikiiler olgunlasma ve ovulasyon i¢in gerekli molekiiler ve
diizenleyici mekanizmalar1 anlamak i¢in, bu islemlerde yer alan miRNA
transkriptomunu ortaya ¢ikarmayi hedeflediler ve folikiil olusumunda rol alan TGFB1
ile miR-16-5p ve miR-34a-5p’nin ovulasyon sirasinda VEGF'nin ge¢ici inhibisyonuna
yol agtiklarini gdsteren bir mekanizma one siirmiislerdir [123]. Folikiiler sivida yer alan
hiicre dis1t miRNA’lar (exmiRNA’lar) ile yapilan baska bir ¢alismada miR-16-5p’nin
embriyo kalitesi ile iligkili oldugu gosterilmistir [124]. Calismamizda miR-16-5p
ekspresyonunun over kanserli hastalarda saglikli kontrollere gore yiliksek ¢ikmasi, miR-
16-5p’nin over kanseri olusumu i¢in tetikleyici bir neden olabilecegini ve tanisal deger
tasidigini diisindiirmektedir. Wu ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, HHV-8 ve HIV ile
infekte Kaposi Sarkomunda miR-16-5p ekspresyon diizeyinin oldukca anlaml diizeyde
arttigin1 gostermislerdir [125]. Zheng ve ark. algortima tabaniyla inceledikleri miR-16-
5p, miR-451a ve miR-574-5p i¢lii kombinasyonunun, 6zofageal skuamoz hiicreli
karsinoma’da (ESCC) anlatim seviyelerinin arttigin1 ve giliclii diagnostik biyobelirtegler
olabileceklerini gostermislerdir [126]. Qu ve ark. meme karsinomu tiimér dokusu ve
hiicre hattinda (MCF-7 ve MDA-MB-231) yaptiklar1 ¢alismada miR-16-5p’nin
anlatimimin arttigin1 ve HIF-a ile VEGFA’y1 hedef aldiklarini gostermisler ve terapotik
bir molekiil oldugunu 6ne siirmiislerdir [127]. Calismamizda gosterilen miR-16-5p’nin
onkogenik 0zelligi, verilen calismalarla uyumlu olmakla birlikte aslhinda tiimor
baskilayic1 dzelligini gosteren birgok calisma da mevcuttur. Ornegin Zhang ve ark. mide
kanserinde yaptiklar1 ¢alismada miR-19b-3p ve miR-16-5p ekspresyon diizeylerinin
ozellikle erken evre kanserde azaldigini ve mide kanserinin erken taramasinda ya da
ilerlemesinin degerlendirilmesinde belirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermislerdir
[9]. Bu sonuglar miR-16-5p seviyesinin tiimor tiplerine bagli olabilecegi ve cesitli
tiimorlerde farkli biyolojik rol oynayabilecegi ger¢egini yansitmaktadir. MiR-16-5p i¢in

“miRTarBase”, “TargetScan” gibi biyoinformatik veritabanlar1 kullanilarak tespit edilen
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hedef molekiilleri ile ilgili c¢aligmalar taranmistir. Hiicre donglisiiniin pozitif bir
diizenleyicisi olan Cyclin E1 (CCNE1), hiicrelerin Gi'den S fazina gecisini kontrol
etmektedir ve miR-16"nin ¢esitli kanserlerde gosterilen asir1 ekspresyonu bu hedef geni
baskilayarak hiicre siklusunun bozulmasma neden olmaktadir [128]. Calismamizda
anlatimi artan miR-16-5p’nin, CCNEI1, BCL2, CHEK1, VEGFA gibi hedef genleri ile
etkilesime girerek over kanseri hiicrelerinin proliferasyonunda rol aldig:
diistiniilmektedir. Ayrica miR-16-5p’nin ¢aligmalarda gosterilen hem tiimor baskilayici
hem de onkogenik 6zelligi kanserdeki roliiniin olduk¢a karmasik oldugunu ve daha

fazla aragtirmanin yapilmasi gerektigini gostermektedir.

MiR-17-92 kiimesinin en belirgin iiyesi olan MiR-17-5p; proliferasyon, hiicre
dongiisii, apoptozis ve otofaji gibi hiicresel siireglerin temel bir diizenleyicisidir ve
farede eksikliginin o6ldiirticii oldugu ifade edilmistir. Biiylik 6l¢ekli miRNome analizi,
miR-17-5p'yi tlimorlerde onkogen olarak tanimlamaktadir [80]. MiR-17-5p’nin asir1
anlatim1 hem hematopoetik tiimorlerde hem de solid tiimérler iginde en ¢ok meme,
kolon, akciger, pankreas, prostat ve mide kanserlerinde gdsterilmistir [129, 130]. Chen
ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, miR-17-5p seviyesinin yiiksek olmasini, akciger kanserli
hastalarda kisa sagkalimla ve sigara icme durumu ile anlamli olarak iligkili bulmuslardir
[131]. Calismamizda over kanserli hastalarin sigara igme durumu ile miR-17-5p’nin
artan ifade diizeyi arasinda ¢ikan anlamli farkin, ilgili ¢aligmayla tutarli oldugu
goriilmekte ve klinikopatolojik bir veri olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Diger
taraftan miR-17-5p i¢in biyoinformatik veritabanlar1 kullanilarak tespit ettigimiz hedef
molekiilleri ile ilgili ¢aligmalar taranmistir. Qu ve ark. yaptiklari arastirmada mide
kanseri dokularinda miR-17-5p ile TGFBR2 proteini arasinda ters bir korelasyon
gostermiglerdir. Hiicre calismalari, miR-17-5p'nin, tiimor baskilayic1 olarak bilinen
TGFBR2 mRNA'sinin 3'UTR'sine dogrudan baglanarak TGFBR2 ekspresyonunu
negatif olarak diizenledigini ve bdylece hiicre biiylimesini ve gociinii destekledigini
gostermektedir. TGFBR2, TGF- sinyal yolunun baslangi¢ diizenleyicisi olarak gorev
yapmakta ve ekspresyon kaybi veya azalmasi kontrolsiiz hiicre g¢ogalmasma ve
invazyona yol agmaktadir [132]. Over kanserinde miRNA’larin asir1 ekspresyonunun
invazyon ve metastazla yakindan iligkili oldugu bilgisini goz iiniinde bulundurursak
calisgmamizda artan miR-17-5p diizeyinin, over kanserinde invazyon gelisimine
TGFBR2 hedef molekiilii ile etkileserek yol agabilecegini diisiindiirmektedir. Ek olarak

miR-17-5p, hiicre dongiisii gegisinde Gi / S fazinin ana diizenleyicisi olarak kabul
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edilmektedir [133]. Zhu ve ark. yaptiklar1 calismada miR-17-5p'nin pankreas
adenokarsinomunda anlatiminin arttigini ve dogrudan retinoblastoma (Rb) ailesine ait
bir timor baskilayici olan RBL2'yi hedefledigini gostermektedir. Yiiksek miR-17-5p
seviyeleri ve diisiik RBL2 seviyeleri kotii prognoz ile iligkili bulunmustur. Tiimorlerin
cogu, pRb yolagindaki degisiklikler sayesinde Gi / S gecisinde kendileri i¢in avantaj
kazanabilirler. RBL2, transkripsiyon faktorii E2F4 ile etkilesime girer ve RBL2 / E2F4
iliskili transkripsiyon baskilayici kompleksin bozulmasi S fazina hizli gegisi saglamakta
ve hiicre proliferasyonuna yol agmaktadir [134]. Calismamizda da yiiksek buldugumuz
miR-17-5p ekspresyon seviyesinin hiicre dongiisii gegisini hizlandirarak, over
kanserinde hiicre proliferasyonuna katki sagladigi diistiniilmektedir. Gu ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada biiyiime faktorii reseptorii olan GFRa2’nin yiliksek ekspresyon
seviyesinin, miR-17-5p seviyesini artirarak PTEN inaktivasyonuna yol agtig1
kesfedilmistir. PTEN hiicre ¢ogalmasi, gelisimi, sinyal iletimi ve apoptoziste c¢ok
onemli rol oynayan tiimor baskilayici bir gendir. GFRa2/Mir-17-5p/PTEN yolag:
hiicrelerin hayatta kalmasia ve kemodirence yol agmaktadir [135]. Fang ve ark. over
kanser hiicre hattinda (OVCAR-3 ve SKOV-3) yaptiklar1 ¢alismada miR-17-5p'nin asir1
ekspresyonunun PTEN'ni baskilayarak AKT yolagini aktive ettigini ve bu yolla over
kanseri hiicrelerinde sagkalim oraninin, gb¢ ve invazyonun arttigini, apoptozun
azaldigin1 gostermislerdir [136]. Chen ve ark. Nazofarengeal karsinomada agir1 ifadesi
gosterilen MiR-17-5p’nin direkt olarak Gi / S kontrol noktasinin gii¢lii bir inhibitorii
CDKNI1/p21'i hedefleyerek in vivo ve in vitro hiicre proliferasyonuna yol agtigini
gostermislerdir [137]. Tim bu calismalarda daha Once ¢esitli kanser tiirlerinde artis
gosterilen miR-17-5p ifade diizeyi ile caligmamiz korelasyon gdstermektedir. Benzer
sekilde miR-17-5p’nin TGFBR2, PTEN, E2F1, RBL2, CDKNIA gibi hedef
molekiillerini negatif yonde regiile ederek over kanseri gelisimine katki sagladigi

distiniilmektedir.

Bhattacharya ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada primer melanomlara kiyasla metastatik
melanom lezyonlarinda miR-638'"1 asir1 eksprese olan ve TP53 ile uyarilabilir niikleer
protein 2 (TP53INP2)’yi hedef alarak melanomun ilerlemesinde rol alan miRNA olarak
tanimladilar. Melanoma hiicrelerinde TPS53INP2’nin tek basina asir1 ekspresyonu
hiicrelerin invazyon ve proliferasyon yetenegini azaltmaktadir. Ancak miR-638,
TP53INP2’yi baskilayarak tam tersi etki gostermesine yol ag¢maktadir [138].

Calismamizda da miR-638’in ifade diizeyinin yiiksek bulunmasi ve lokal ileri
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abdominal metastatik over kanseri ile iliskili ¢ikmasi metastazi 6nleyen genleri hedef
alarak over kanserinin progresyonunda rol aldigini diisiindiirmektedir. Kanserde
otofajinin diizensizligi bilinmektedir. Ren ve ark. 2017 yilinda miR-638'in 6zofagus
skuamoz hiicreli karsinomun (ESCC) ve meme kanseri hiicrelerinin otofajisindeki
diizenleyici roliinii rapor etmislerdir ve miR-638 asir1 ekspresyonunun acgliga ve
rapamisine bagli otofajiyi tesvik ettigini bulmuslardir. Otofajide miR-638'in diizenleyici
mekanizmalarin1 daha iyi agiklamak icin hedef geni ile iliskili bir algoritmayi One
stirmiislerdir ve Wnt/B-katenin sinyal yolaginin ana diizenleyicisi olan DACT3'lin, miR-
638 tarafindan diizenlendigini dogrulamislardir. Bu sonuglar, miR-638-DACT3
ekseninin otofaji ve timor olusumunu kontrol etmede 6nemli bir molekiiler yolak
olabilecegini aydinlatmaktadir [139]. Ozellikle ileri evre kanserde otofajinin uyarilmasi
metastatik tiimor hiicrelerinde sagkalim avantaji saglamaktadir [140]. miR-638’in
otofajiyi uyardigmin rapor edilmesi, calismamizdaki ileri evre metastatik over
kanserinde de boyle bir etkiye yol actigimi akla getirmekte ve bu konuda daha fazla
arastirmaya ihtiya¢ oldugunu gdstermektedir. miR-638 kanserde terapotik bir ajan
olarak kullanilabilecegi i¢in olduk¢a Onemli bir molekiildiir. Tay ve ark. yaptiklar
kapsamli c¢alismada kolon (HCT116), osteosarkoma (U20S), prostat (PC3) hiicre
hatlarinda miR-638’in konak¢i geni Dnm?2 ile igbirligi yaparak anlatimmin arttigin1 ve
miR-638’in tiimor baskilayici genler olan PTEN ve TP53’1 inhibe ederek kanser
gelisimine yol agtigini, invazyon ve proliferasyona neden oldugunu gostermislerdir
[141]. MiR-638’in ekspresyon diizeyinin artmas1t CDK2, DACT3, TP53INP2, PTEN,
TP53 gibi hedef genleri inhibe ederek bu genlerin anlatimlarinin azalmasina neden
olmakta ve bu sekilde tliimor olusumunu tetiklemektedir. MiR-638’in asir1 ifadesinin
Ozellikle metastaz ve invazyonda rol aldiginin gosterildigi bir¢cok calisma bu tez

caligmasi ile korelasyon gostermektedir.

Elde edilen sonuglar, incelenen miRNA’larin kanserli hastalarda onkogenik
ozellik gosterdigini ve 6zellikle miR-638’in bu yolla 6zellikle abdominal metastazi ve
buna bagl olarak lokal ileri hastalig1 tetikledigini diisiindiirmektedir. miR-16-5p, miR-
17-5p ve miR-638 molekiilleri over kanserini saptamak ve ilerlemesini gostermek i¢in
potansiyel biyobelirtegler olabilirler. Ote yandan miR-638’in lokal ileri evre hastalikta
anlamli ¢ikmasi, prognostik degeri olabilecegini gosterdigi igin ilerleyen ¢aligmalarda
tedavisi devam eden hastalarda miR-638’in ifade diizeyine belirli araliklarla bakilmasi

anlamli olacaktir. miRNA’larin birden fazla hedef gene sahip olmasi kanserdeki
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rollerinin karmagsik oldugunu goéstermektedir. miR-16-5p, miR-17-5p ve miR-638’in
belirlenen hedef genleri ile birlikte incelenmesi, bu miRNA'larin asir1 ekspresyonunun
kanser hiicrelerinde nasil segici avantajlar sagladiginin tam olarak anlasilmasi i¢in de
onemli olacaktir. Ayrica over kanserinin heterojen bir hastalik olmasi nedeni ile tek bir
biyobelirtecin, yeterli 6zgiilliik ve duyarlilikta over kanserli hastay1 sagliklilardan ayirt
etmesi ya da tiimoriin histolojik alt tiplerini siniflandirmasi olduk¢a zordur. Bu nedenle
bu tez calismasinda biyobelirte¢ adayr olan miR-16-5p, miR-17-5p ve miR-638
molekiilleri ile ekibimiz tarafindan halen stirmekte olan diger miRNA c¢alismalarindan
elde edilen aday molekiillerin birlikte degerlendirilmesiyle over kanserinin erken
teshisinde ve prognozunda kullanilabilecek miRNA kombinasyonu yakin gelecekte

ortaya koyulacaktir.
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I-ARASTIRMA HAKKINDA BILGI:

Giris:

“Over Kanserli Hastalarda miR-16-5p, miR-17-5p, miR-638’in Ifade Diizeylerinin
Aragtirllmast” admi  verdigimiz c¢alismaya katilmak {izere davet edilmis
bulunmaktasiniz. Bu ¢calismada yer almay1 kabul etmeden 6nce ¢alismanin ne amagla ve
nasil yapilacaginm1i anlamaniz ve katilip katilmama dogrultusundaki kararinizi bu
bilgilendirme sonrasi1 6zgiirce vermeniz gerekmektedir. Arastirma hakkinda sozlii olarak
size aktaracagim bilgiler yazili olarak da size bir sonraki boliimde sunulacaktir. Size
0zel hazirlanmig bu bilgilendirmeyi liitfen dikkatlice okuyunuz, sorularmiza agik
yanitlar isteyiniz. Bu belgedeki son bdliim onay islemleri ile ilgilidir. Arastirmaya
katilmay1 kabul ederseniz liitfen bu boliimii imzalayimiz. Okuma ve yazma konusunda
engelleriniz oldugu takdirde bir tanmigin gozetiminde bu belgeyi onaylamaniz istenecek

ve gerektiginde parmak iziniz alinacaktir.
Calismanin Amaci:

Planlanan tez calismasinda, boliimiimiizde daha once incelenmis ve over kanserli
hastalarda farkli oldugu saptanmis olan, over kanser etiyolojisinde 6nemli oldugunu

diisiindiiglimiiz miRNA’lardan miR-16-5p, miR-17-5p, miR-638‘in ifade diizeylerini
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daha genis over kanserli hasta ve saglikli kontrol grubunda inceleyerek

validasyonlarinin yapilmasi amaglanmaktadir.

Over kanserini erken donemde tespit edebilecek, non-invaziv biyobelirteclere gerek
vardir. Calismanin sonunda elde edilen bulgulara gore s6z konusu 3 miRNA nin yiiksek
riskli over kanserli hastalarin erken tanisinda, hastaligin gidisati konusunda ve minimal
rezidliel hastalifin belirlenmesinde likit biyopsi biyobelirteci olarak kullanilip

kullanilamayacag1 ortaya koyulacaktir.
Calismanin I¢erigi:

Calisma grubumuz 150 over kanserli hasta ve hasta popiilasyonu ile yas ve cinsiyet
olarak eslestirilmis 100 saglikli kisiden olusturulacaktir. miR-16-5p, miR-17-5p, miR-
638’in gen ifade diizeyleri hasta ve saglikli kisilerin periferik kan lenfositlerinde
arastirilacaktir. Alinan 6rneklerden RNA izole edilecektir. Elde edilen RNA’lardan 6zel
primerler aracilig1 ile cDNA sentezi gerceklestirilecektir. Sentezlenen 6zel cDNA’larin ,
istedigimiz gene 6zgii primerle ve bir kontrol gen varliginda gergek-zamanli polimeraz

zincir reaksiyonu yontemi ile gen ifade diizeyleri degerlendirilecektir.
Calismanin Baslama Tarihi ve Siiresi:
Calismanin Mart 2018°de baglamasi ve 18 ay siirmesi ongoriilmektedir.

Goniilliiniin Haklariyla Ilgili Bilgi

Bu ¢alismaya goniillii olmaya karar verirseniz bu goniillii bilgilendirilmis onay formunu
imzalamaniz gerekecektir. Sadece kendi rizaniz ile higbir baski ve zorlama olmaksizin,
tedaviniz esnasinda doktor kontroliinde alinacak 7-10 cc.’lik kan Orneginiz ile bu
bilimsel ¢alismaya katilmis olacaksiniz. Kan alma sirasinda kan alinan bolgede aci,
morarma, kanama ya da diger rahatsizliklar meydana gelebilir, fakat bu giigliiklerin en
aza indirilmesi i¢in dnlemler alinacaktir. Sizden ayrica arastirmaya yardime1 olacak bazi
kisisel bilgileriniz (yas, meslek, sigara kullanimi vs.) istenebilir. Etik kurullar inceleme
amaciyla medikal kayitlardaki medikal kisisel bilgilerinize ve bu ¢alismadan elde edilen
bilgilere erigebilirler. Medikal bilgilerinize erisim ¢alisma i¢in toplanan bilgilerle sinirl
olacaktir. Bu calismanin sonuglar1 bilimsel toplantilarda veya yayimlarda sunulabilir,
ancak bu sunumlarda kimliginiz agiklanmayacaktir. Ayrica sizden arastirmayla ilgili

olarak herhangi bir maddi talepte bulunulmayacak ve size de herhangi bir {icret
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O0denmeyecektir. Ayrica bu arastirmaya karar verdiginiz takdirde ileriye doniik olarak
hastaligimiz hakkinda elde edilecek bilgilerle bilim diinyasina konuyla ilgili olarak
onemli derecede katki saglayacagmiz kesindir. Bu c¢alismanin 250 gonillii ile
gerceklestirilmesi  planlanmaktadir. Goniilli  olmaya karar verdiginiz ve bu
bilgilendirilmis goniillii onay ve riza formunu imzaladiginiz takdirde yukarida
yazilanlar1 okuyup kabul ettiginizi ve higbir baski ve zorlama olmaksizin ailenizin bilgisi
dahilinde sadece kendi rizaniz ile karar verdiginizi onaylamis olacaksiniz. Herhangi bir
soru ya da sorununuz oldugu takdirde ilgili Mukaddes AVSAR SARAL’A 0212 414 24
34 /34186 no’lu telefondan ulasabilirsiniz.
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GONULLU ONAY FORMU
Imza ve ulasim bilgileri

Goniilliiye (hastaya) arastirmadan Once verilmesi gereken bilgiler tarafima sozli ve
yazili olarak aktarildi. Bu kosullarda s6z konusu calismaya kendi rizamla katilmay1

kabul ediyorum.

Calisma i¢in alinan materyalimin ilerideki ¢aligmalarda da kullanilmasini
EVET [ kabul ediyorum.
HAYIR [ kabul etmiyorum.

Hastanin/Katilimcinin:

Adi1 Soyadz:
Telefonu:
Adresi:
Imza:

Aciklamalari Yapan Doktorun:

Adi1 Soyadz:
Telefonu:
Adresi:
Imza:

Tanmkhk Eden Gorevlinin:

Ad1 Soyadi:
Telefonu:
Adresi:

Imza:
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