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OZET

Hassani M. Uveal Malign Melanomlu Hastalarin Periferik Dolagiminda mMiRNA’larin
Arastirilmasi. Istanbul Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii,Temel Onkoloji ABD. Doktora
Tezi. istanbul. (2021).

Uveal malign melanom yetiskinlerde goz igerisinde, gérme yetenegini, yasam kalitesini
ciddi anlamda etkileyen bir malignitedir. Koétii prognozlu olan bu timér erken asamalarda
metastaz yapma egilimi olmasi nedeniyle sagkalim siiresini kisaltmaktadir. Bu nedenle bu
hastalikta 6zellikle periferik kanda gerek tedavi protokollerinin gelistirilmesi ve tedavi takibinin
yapilmasinda gerekse erken tanida kullanilabilecek belirteglere gereksinim oldugu goriilmektedir.
Ayrica Uveal malign melanoma ile iligkili literatiirde genetik ve epigenetik arastirmalar son
derece kisithidir. MikroRNA’lar yaklasik 22 niikleotid iceren, protein kodlamayan RNA’larin bir
tiyesidir. miRNA’lar gen anlatimmin baskilanmasi ve hedef mRNA'larin post-transkripsiyonel
aktivitelerinin diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar. Bu nedenle kanser gelisiminde énemlidirler.
miRNA’lar proliferasyon, farklilasma ve apoptoz yolaklari iizerinden hiicrelerin malign

transformasyonuna katkida bulunmaktadirlar.

Sunulan ¢alismada miR-181b, miR-155, miR-454 olmak tizere 3 farkli miRNA’nin ifade
diizeyi 72 uveal malign melanom hastasi ve 72 saglikli kisiye ait serum orneklerinde Real-Time

PCR yontemleri kullanilarak aragtirildi.

Calismanin sonucunda miRNA gen ifade diizeylerinin hasta gruplarinda saglikli kontrollere
gore 2 kattan fazla arttigi, istatistiksel agidan anlamli (p< 0,05) oldugu goriildii. Her bir miRNA
icin elde edilen p degerlerinin sirasiyla; miR-181b, p< 0,001; miR-155, p< 0,001 miR-454,
p=0,005 oldugu belirlendi. Ayrica miRNA ifade seviyeleri ile hastalarin klinik verileri
karsilastirmali olarak incelendiginde; hastalarin miR-155 diizeyi ile radyasyon tedavisi arasinda
bir iliski oldugu ve bu iligkinin anlamli oldugu (p=0,040(p<0,05)), MmiR-454’{in artan ifade diizeyi
ile sirastyla sigara ve alkol kullanimi arasinda bir iligki oldugu (p=0,009 ve p=0,026 (p<0,05))
saptandi. Elde edilen bulgular, incelenen miRNA’larin kanserli hastalarda onkogenik o6zellik
gosterdigini ve uveal malign melanoma hastaliginin olusumunu primer ve metastatik evrelerde
tetikledigini dustindiirmektedir. miR-181b, miR-155 ve miR-454 uveal melanoma hastaliginin
diyagnozunda ve prognozunda kullanilmasinda potansiyel biyobelirtegler niteligi tasidigi

gOriilmiigtiir.

Anahtar Kelimeler: Uveal malign melanoma, miR-181b, miR-155, miR-454, Biyobelirte¢

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.
Proje No: TDK-2019-35336
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ABSTRACT

Hassani M. Investigation of MiRNAs in Peripheral Circulation of Patients with Uveal
Malignant Melanoma. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Basic Oncology. Doctoral Thesis. Istanbul. 2021.

Uveal malignant melanoma is a type of intraocular malignancy in adults, that
seriously affects eyesight and quality of life. As a poor prognosis tumor in the early
stages, shortens the survival time. Therefore, it seems that there is a need for new markers
for both the development of treatment protocols and for early diagnosis. In addition,
genetic and epigenetic researches related to uveal malignant melanoma are extremely
limited. MicroRNAs are a member of non-protein-coding RNAS, containing
approximately 22 nucleotides, regulate the suppression of gene expression and post-
transcriptional activity of target mRNAs. Therefore, it plays an important role in cancer
development. It contributes to malignant transformation of cells by affecting
proliferation, differentiation and apoptosis.

In the presented study, expression of miR-181b, miR-155, miR-454 occurred in
serum samples of 72 uveal melanoma patients cohort and 72 healthy controls. For gene
expression analysis, RNA isolation from peripheral blood, 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 and it was statistically
significant (p<0,05). The p values obtained for each miRNA; p miR-181b, p< 0,001;
miR-155, p< 0,001 miR-454, p=0,005. In addition, when miRNA expression levels were
compared with the clinical data of the patients; There was a significant relationship
between miR-155 and radiation treatment option (P value= 0,040), and relationship
between miR-454 and smoking (p value=0,009 ) and alchol intake (p value= 0,026) of
patients. The findings suggest that the miRNAs examined have an oncogenic character in
cancer patients and thus, trigger primer and metastatic uveal malignant melanoma. The
miR-181b, miR-155 and miR-454 molecules are thought to be highly potential
biomarkers for detecting uveal melanoma and demonstrating prognosis.

Key Words: Uveal malignant melanoma, miR-181b, miR-155, miR-454, Biomarker.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
TDK-2019-35336.






GIRIS VE AMAC

Uveal malign melanom yetigkinlerde goz i¢inde goriilen, hastalarin gérme yetenegini,
yasam kalitesini ciddi anlamda bozan bir kanser tiiriidiir [1]. K&tii prognoza sahip bu
timor hastaligin erken asamalarinda metastaz yapmakta ve hastalarin sagkalim siiresini
kisaltmaktadir [2, 3]. Giiniimiizdeki tedavi olanaklari ile hastalarin %50’si metastaz
nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir [4]. Her yi1l Amerikan Birlesik Devletlerde 2000 yeni
uveal melanoma tanis1 koyulmaktadir [5]. Uveal melanomun, cilt melanomaya gore
toplumda daha diisiik oranda goriilmektedir [6]. Uveal melanoma karaciger metastazi
icin yiiksek potansiyele sahip ancak bolgedeki lenf bezlerine yayilmasi nadir goriinen

bir kanser tiiriidiir [7].

Uveal melanoma goz iginde iris, sSiliar cisimde ve yiiksek oranda Koroid bolgesinde
yayilmakta, hem gorme yeteneginin kaybina, hem de metastatik potansyelinin yiliksek
olmasi nedeniyle hastalarin %40-50’si metastaz nedeniyle tanidan sonraki ilk 4-5 ayda
hayatlarin1 kaybetmelerine neden olmaktadir [8]. Bu nedenle s6z konusu kanserin gerek
tedavi protokollerinin gelistirilmesinde gerekse bu kanserin erken tanimlanmasi ve
izlenmesinde yeni biyolojik belirteclere gereksinim oldugu goriilmektedir. Uveal malign
melanom ile iligkili olarak literatiirde genetik ve epigenetik agidan arastirmalarin
mevcut oldugu goriilmekle beraber bu arastirmalarin son derece kisithi oldugu dikkat
cekmektedir. Bu sebeple uveal melanom ile iliskili olabilecek biyolojik belirtegler ve

ilag hedefi olabilecek molekiillerin arastirmasi son derece dnem arz etmektedir.

Klinikte birgok diyagnoz yolu olmasina ragmen, klinikteki bulgular, lezyon boyutu,
opaklik veya kirilma ortami ve goz icindeki kanamalar sebebiyle yanlis negatif ve
yanlis pozitif sonuglarla karsilasiimaktadir. Bu nedenle giiniimiizde serum ve plazmada
diagnostik ve prognostik amagli miRNA’larin aragtirtlmasinin ¢ok daha anlamli oldugu
diistiniilmektedir. Periferik kanin kolay elde edilebilir olusu, kismen non-invaziv bir
yontem olarak kabul edilmesi ve hastaligin her asamasini takip etmek icin son derece
kullanighi bir materyal olmasi, dolasimda hassasiyeti ve Ozgilinligli yliksek olan

miRNA’larin aragtirilmasi ve bunlarin kesfini daha degerli kilmaktadir [9-11].

MikroRNA’lar yaklagik 22 niikleotid igeren, kiiclik protein kodlamayan RNA’larin bir
liyesi olarak tanimlanmaktadir. miRNA’lar gen anlatimimin baskilanmasi ve hedef

mRNA'larin transkripsiyon sonrasi aktivitesini diizenlemektedir. Bu nedenle kanser



gelisiminde onemli rol oynamaktadir. Proliferasyon, farklilasma ve apoptoz olmak
tizere farkli hiicresel faaliyetleri kontrol ederek hiicrelerin malign doniisiimiine katki
saglamaktadirlar [12, 13]. Yapilan c¢alismalarda miRNA’larin farkli anlatima,
miRNA’larin  onkogen veya tiimor baskilayict olarak smiflandirilmasina neden
olmaktadir. Kanser olusumu ve ilerlemesinde farkli miRNA’larin etkili oldugu ve
miRNA’larin farkli hedefleri etkileyerek farkli kanserleri olusturdugu goriilmektedir
[14]. Insan tiimorlerinde miRNA ifade profili arastirmalari, miRNA’larin diyagnoz,
evreleme, prognoz ve tedavi yaniti gibi olaylarla iligkili oldugunu gostermektedir [15].
miRNA’lar viicut sivilarinda aktif veya pasif sekilde salgilanmaktadirlar. Parcalanmis
ve apoptotik hiicrelerden pasif bir formda [16] veya aktif olarak mikrovezikiiller
seklinde veya direkt olarak hiicreden ekzozom (shedding vescicle) formunda
salinmaktadir [17].

Uveal malign melanomun ilerlemesi onkogen ve tiiméor baskilayici genlerde ¢ok asamali
genetik ve epigenetik degisimlere baglidir. Yeni arastirmalara gore kiigiik kodlanmayan
RNA’larin uveal melanoma ilerlemesinde onemli rol aldiklar1 ortaya ¢ikmistir. Timor
dokusu ve hiicre hatlarinda birgok miRNA’nin ifade degisimlerinin normal kontrolle
karsilagtiritlmasi yapilmamistir. Bu miRNA’larin gerek hiicre sikliisii ve apoptoz gibi
hiicresel yolaklarda gerekse metastazda etkili oldugu bilinmektedir. Uveal malign
melanoma hasta dokularinda ve hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda birgok
MIRNA’nin ifade profili arastirtlmis, ilgili miRNA molekiillerinin birer biomarker ve

ilag hedefi olarak kullanilabilecegi ile ilgili bilgiler ortaya koyulmustur [18].

Giiniimizde miRNA molekiilerinin bir¢ok kanser tiiriinde gerek kanser tedavisinde
hedef molekiil olarak gerekse kanserin tani ve tedavisinin izlenmesinde biyolojik

belirte¢ olarak kullanildig1 ve/veya bu olaylara aday oldugu bilinmektedir.

miR-181b, miR-155 ve miR-454 isimli miRNA’larin uveal malign melanom hiicre
hatlarinda asir1 derecede anlatim yaptiklart bildirilmistir. miR-181 gen ailesine ait
molekiillerin hiicre dongiistinde rol oynayarak, hiicre dongiisiinii negatif kontrol ettigi
bilinmektedir. Bu nedenle miR-181’in ilag hedefi olabilecek bir molekiil oldugu
bildirilmistir [19].

Uveal malign melanom hiicre hatlarinda yapilan, miR-155in incelendigi ¢aligmalarda

ise tiimdr dokusunda asir1 eksprese oldugu gosterilmis ve buna bagh olarak



proliferasyon, invazyon ve metastaz da rol oynayabilecegi ve terapotik bir hedef

olabilecegi ileri stirtilmiistiir [20].

MiR-454"{in arastirlldigt c¢alismada ise s6z konusu miRNA molekiiliiniin direkt
hedefinin PTEN geni oldugu gosterilmis ve tiimdr dokusunda ifadesi incelenmis ve
MiR-454"{in timor dokusunda asir1 anlatim yaptig1 ve bu durumun hiicre proliferasyonu

ve invazyonunda etkili oldugu bildirilmistir [21].

Yukarida bahsi gecen ¢alismalarin hepsinin hiicre soylarinda yapilan ¢alismalar oldugu
dikkat ¢ekmektedir. Ayrica, miR-454’{in arastirildigi ¢alismada hiicre soylarina ilave
olarak c¢ok kisith sayida insan tiimdér doku ve normal dokusunda miR-454’¢ iligskin
bilgiler bulunmaktadir. Ancak bahsi gegen ii¢ miRNA’nin prognostik Onemini
belirlemek {iizere higbiri insan periferik kan dolasiminda plazma ya da serum

orneklerinde incelenmesine dair literatiirde bir bilgi bulunmamaktadir.

Sunulan ¢alismada miR-181b, miR-155, miR-454 olmak iizere 3 farkli miRNA’nin
ifadesi 72 uveal malign melanomlu hasta ve 72 saglikli kisiye ait serum/plazma
orneklerinde karsilastirilarak incelenmis ve s6z konusu molekiillerin diyagnostik ve

prognostik éneminin olup olmadig: belirlenmistir.



GENEL BIiLGILER

2.1. UVEAL MALIiGN MELANOMA
2.1.1. Goz anatomisi ve uveal melanoma

Goz kiireleri (glob; bulbus, okuli), orbita boslugu i¢cinde zengin bag dokusuna sahip bir
yag dokusuna yerlesmis gorme fonksiyonu ile gérevli olan bir ¢ift organdir. Yaklasik 22
mm yaricapinda bir kiire olan gozlerin %20’si disardan goriiniir haldedir ve goz
cukurunun kemikleri tarafindan cevrelenmektedir. G6z kapaklari, gozyasi bezleri,
bezlerin drenaj sistemleri ve Kirpikler yardimci organlar olarak goérev yapmaktadir.
Beyinden gelen 12 ¢ift sinirden (Kraniyal sinir) 6’ s1 gozler ile ilgilidir. Retinada
odaklanan 151k, fotokimyasal reaksiyonla elektrik enerjisine doniisiir ve optik sinir yolu
ile beyne iletilir. Beyin iki gozden gelen bilgileri birlestirerek tek bir goriintii elde eder.
Insan retinasi tarafindan goriilebilen en kisa dalga boyu 380 nm (nanometre) iken en

uzun dalga boyu ise 760 nm dir. G6z anatomisi ve 6nemli bolgeleri sekil 2-1 de

sunulmaktadir.
Sert Tabaka —— ~—— Koroid (damar tabaka)
Silyer Cisim —, Retina

Lensi yerinde tutan lifler —
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Iris

6oz Bebegi (pupilla) H:

6oz igi svi —

Lens X
'— Goze giren damarlar

Vitreus Jeli Kor Nokta

Sekil 2-1: G6z anatomisi

GOz ic¢inde olusan melanoma tiiri uveal melanoma adlandirilmaktadir. Tim
melanoma vakalarinin  %5ini ve tiim melanoma Oliim oranlarinin %13 tni

kapsamaktadir [22-24].



Uveal malign melanoma yetiskinde en sik goriinen birinci goz i¢i tiimoriidir ve
metastaz riski %50 olan bir tiimordiir. Uveal melanoma, cilt melanomaya goére farkli
etiyoloji, klinik oOzellikler ve molekiiler genetige sahiptir. Primer tiimoér genelde
kolaylikla tedavi ve kontrol altina alinabilir ancak %50 uveal melanoma vakalar
metastatik ve metastaz vakalar 6zellikle %90 karacigerde goriinmektedir. Bu hastalarin
sagkalim siiresi bir yildan daha diisiiktiir. Uveal melanoma yetiskinlerde goz iginde

bulunan malignite ve % 80 kutandz olmayan melanomalar1 kapsamaktadir [25].

Tliimoriin anatomik yerlesimi {i¢ farkli sekilde, siklikla yaklasik % 90,3'i koroid
yerlesimli goriiliirken, daha az siklikla, % 3,5'i iris melanomu ve % 6,1'i siliyer cisim
melanomu olarak goriilmektedir (Sekil 2-2) [26, 27].

choroidal melanoma

; " ciliary body melanoma
conjunctiva

choroid

retina

/ nervus opticus

lens

iris

iris melanoma

conjunctival melanoma

Sekil 2-2: Uveal melanom tiimdr yerlesimi

Nadir goriinen bagka bir g6z melanoma tiirli olan konjunktival melanoma, bazi
kaynaklara gore tiim uveal melanomalarin diisiik oranin1 kapsamaktadir. Konjonktival
melanoma bazi kaynaklara gore kiitan6z melanom ile iliskilendirilmistir ancak hala
siniflandirmasinda zorluklar gériinmektedir [28, 29]. Uveal malign melanoma 55-60 yas
arasinda ve ortalama goriilme insidansi, beyaz irkta daha yiiksek, agik goz ve acik ten
insanlarda daha sik goriilmektedir. Koroidal melanom genellikle sporadik olarak
goriilmektedir[30]. Koroidal melanom tiim uveal melanoma vakalarinin %80’inden

fazla bir oranin1 kapsamaktadir. Melanom, zeminden kabarik, subretinal, oval bir



kitledir. Tiimor kahverengi-siyah renkli melanotik oldugu gibi amelanotik bir gériiniime
de sahip olabilir. Ayni1 zamanda tiimér membrani delip ve mantar seklinde goriinebilir

(Sekil 2-3) [31].

Large Melanoma
_ Extraocular
- Extension

-

Sekil 2-3: Koroidal melanoma

Siliyar cisim melanomu, uveal melanomlarin %15’ini kapsamaktadir. Siliyer cisimden
koken alan kahverengi renkli kitlelerdir (Sekil 2-4). Hastalarda asemptomatik olabildigi
gibi bazen gorme azalmasi, gorme alan1 defekti, agri gibi sikayetler ile

goriilebilmektedir [30, 32, 33].

Tiimor arkaya yayilarak retina dekolmanina sebep olabilmektedir. Erken teshisin zor

olmasi sebebiyle en kotii prognoza sahiptir [27, 34].

Sekil 2-4:Siliyar cisimler melanoma



Iris Melanomu Uveal melanomlarin %>5’ini olusturmaktadir. Irisin alt boliimiinde daha
stk goriilmektedir. Boyutu 3 mm ve kalinligt 1 mm’den biiyiikk pigmentli veya
pigmentsiz lezyonlar olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2-5) [35]. Iris melanoma goz

melanomalart arasinda en iyi prognoza sahiptir.

Sekil 2-5: Iris melanoma

G06z melanomalar: arasinda oldukca nadir goriinen ayn1 zamanda yiiksek bir mortalite
oranina sahip bagka bir melanoma tiiri, konjonktival melanoma, tiim konjonktiva

neoplazilerinin %53 linli olusturmaktadir (Sekil 2-6) [36].

-._.‘
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Sekil 2-6: Konjunktival melanoma

Konjonktiva melanomlari, tiim okiiler malignitelerin %2’si ve tiim okiiler melanomlarin

%35’1ni kapsamaktadir [37, 38].



Konjonktivanin en sik goriinen yassi hiicreli kanserlerinden sonra en yaygin malinitedir.
Bu lezyonlarin nadir olmasi nedeniyle, tanimlanmasi ve siniflandirmasinda ve tedavi
konusunda literatiirde fazla bilgi bulunmamaktadir. G6z melanomalar1 arasinda en kotii
huylu tumor siliyar cisimlerde olugsmakta iken en iyi huylu tiimérler iris bolgesinde
goriilmektedir [26, 39-49]. Iris melanomunun daha diisiik metastaz orani, onun daha

diisiik biyolojik aktivitesi veya daha kii¢iik timdr boyutu ile iliskilidir [26, 41, 46].

Yapilan bir ¢alismada, 3432 uveal melanom vaka iizerinde, iris melanomunun 6liim
oraninin, siliyer cisimler ve koroid melanomu ile kiyaslaninca 10 kat daha diisiik oldugu
bildirilmigtir [41]. Uveal melanomlu 8033 hastay1 iceren baska bir ¢aligmada, iris
melanomundan 10 yillik metastatik oran siliyer cisim melanomundan yaklasik 5 kat,
koroid melanomundan 4 kat daha diiliiktii [26, 42]. Kalinli§1 7 mm'den fazla olan siliyer
cisim melanom hastalar1, metastatik hastalik ve melanoma bagli 6liim i¢in daha ince

timorli hastalara gore 2,5 kat daha fazla risk altindadir [47].

Li ve arkadaslarina gore, siliyer cisim tutulum derecesi (siliyer cisimdeki tlimor
tabaninin% 'si) ile melanomla iligkili metastaz arasinda anlamli bir iligki vardir [48]. Bu
caligmaya gore, siliyer cisim kaynakli oldugu varsayilan bir melanom (siliyer cisimdeki
timor tabaninin >% 50'si), bir koroid melanomdan (siliyer cisimdeki tiimdr tabaninin
<% 50'si) 1.6-2.3 kat daha yiiksek metastaz sansina sahipti. % 100 siliyer cisim
tutulumu olan tiimdrlerin metastaz sans1 koroid melanomuna gore 3.6 kat daha ytiksekti
[48]. Siliyer cisim melanomunun kotii prognozu, daha biiyiik timor boyutu, monozomi
3 (M3) ve 8q kazanimi1 ve timor mikrovaskiiler paternler ile iliskilendirilmistir [39, 41,

43, 45, 49].

2.1.2. Tan ve Tedavi

Uveal melanomu, 10 yillik metastatik orant %34 ile erigkinlerde en sik goriilen primer
kotii huylu goz i¢i tlimoriidiir. Bununla birlikte, uveal melanom'lu hastalarin neredeyse
yarisinin metastaz gelistirdigi gercegi hala gecerliligini korumaktadir. Bu da pratik
olarak birincil neoplazm odaginin erken saptanamamasindan kaynaklaniyor olabilir [4].
Uveal melanoma kan yoluyla yayilir ve tercih edilen metastatik bolge karaciger (% 89),
ardindan akcigerler (% 29) ve kemiklerdir (% 17) [50]. Uveal melanoma bagl

mortalite, uveal melanom tanisindan 5 yil sonra % 31'e; 15, 25 ve 35 yil sonra sirasiyla



% 45, % 49 ve % 52'ye ulagmaktadir [8]. Bu nedenle, onkolojik takibin primer timor
tedavisi tamamlandiktan sonra en az 15 yil siirmesi gerektigi disiiniilmektedir [22].
Ayn1 zamanda tiimdriin kalinligi, boyutu ve yerlesimi tedavide 6nem arz etmektedir.
Yapilan ¢aligmalar sonucu kii¢iik (<3 mm kalinliginda ve <10 mm bazal ¢ap), orta (3 ila
8 mm kalinliginda ve <15 mm bazal ¢apta) ve biiyiik (> 8 mm kalinliginda ve> 15 mm
bazal capta) tiimorler icin, 5 yillik genel mortalite sirasiyla % 16, % 32 ve % 53 olarak

raporlanmistir [22].

En yaygin metastaz bolgesi karaciger olan uveal melanomlar, tiimér boyutuna ve
konumuna gore radyoterapi (plak, proton 111 veya stereotaktik radyoterapi),
entiklasyon ve transpupiller termoterapi ya da bu tedavilerin kombinasyonu igeren farkli

tedavi yaklasimlari ile tedavi edilmektedirler.

NCCN kilavuzuna gore, uveal melanoma tani igin, hangi gesit tedavi yontemlerinin
gerekli olmasi, tlimoriin biiytikliigii ve kalinligt iizerinden secilmektedir. Ayn1 zamanda
tiimdriin kritik bolgede olmasi da tedavi se¢imini yakindan etkilemektedir. Hastalarin
cogu agrisiz gorme kaybi ile bagvurur. Daha biiyiik tiimdrlerde, yaygin olan bir retina
dekolmanu ile iliskilendirilmektedir[51]. Baz1 durumlarda, hasta tamamen asemptomatik
olup, rutin oftalmik taramada tiimor tanimlanmaktadir. Uveal melanomu goziin 6n
segmentini etkilediginde, hastalar irisin renginin degistigini veya episkleranin kalict
enjeksiyonunu fark edebilir, ayn1 zamanda kronik konjunktivit de yonlendirici bir tanm
olabilir. Siliyer cisim tiimorleri artmis ve asimetrik goz ici lensin yer degistirmesine
bagli, astigmatizme neden olabilmektedir. Nadiren, kor veya yogun katarakti olan g6z

icerisinde gizli melanom tiimorii barindirabilir [52].

Stipheli pigment lezyonlar1 olan hastalar, okiiler tiimorlerde klinik uzmanligi olan bir
g6z doktoru tarafindan degerlendirilmelidir. Tanisal olarak kii¢clik melanomlarin benign
nevuslardan ayirt edilmesi gerekir. Klinik goriinim ve oftalmoskopik ozellikler bu
farkliligin anlagilmasina yardimer olur. Subretinal sivi, turuncu pigment ve fundus
fotografinda belgelenmis biiyiime varlig1 melanom tanisini destekleyen bulgulardir [53].
Floresein anjiyografi, koroidin intrinsik sekonder vaskiilatiiriinii gosterebilir; ancak
okiiler ekografi, klinisyenin kullanabilecegi en etkili tan1 aracidir. Melanom tiimorti,
ultrasonda bir akustik sessiz bolge oldugunun yani sira diisiik reflekt gdsterme
egilimindedir. Timoér c¢ogu zaman kubbe seklindedir, ancak bir "Mantar"

konfigiirasyonu biiyilik 6l¢lide melanoma tiimoriinii diistindiirmektedir [54]. Apikal ve
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bazal boyutlar ne kadar biiyiikse, lezyonun neoplastik olma olasilig1 o kadar yiiksektir.
Bazi raporlara gore, timoriin artan kalinligi ve metastaz uzaklasma riski arasinda bir
korelasyon oldugunu one siirdiiriilmektedir. Uzmanlarin ¢ogu, apikal yiiksekligi 3
mm'den biiylik bir lezyonun muhtemelen bir melanom oldugu konusunda hemfikirdir.

Nadiren tan1y1 dogrulamak i¢in klinik biyopsi gereklidir [55].

Bazi durumlarda, 6zellikle lezyon amelanotik oldugunda veya vitroz kanama veya
debris nedeniyle degerlendirilmesi zor oldugunda tanisal bir biyopsi yapilmasi gerekli
olabilir. Ince igne aspirasyonu yapilabilir, ancak okiiler patoloji bilgisi olan yetenekli bir
sitologun yardimini gerektirir [56]. Tanisal biyopsi, prognostik biyopsiden (tlimoriin
genetik ve gelecekteki metastaz riski agisindan degerlendirildigi) ayirt edilmelidir.
Gelecekteki risk siniflandirmasi i¢in prognostik biyopsinin faydasi dnem arz etmektedir.
Biiyiik kitleler cerrahinin yani sira radioterapi gerektirebilir. Bazen kitlenin asir1 biiyiik
olmasi nedeniyle gozilin tamamen alinmasi gerekmektedir. Kiiciik ila orta biiyiikliikteki
melanom i¢in tedavi secenekleri gorsel sonucu iyilestirse de, metastatik hastalikta
sagkalimi iyilestiren herhangi bir standartlastirilmis tedavi yoktur. Metastatik uveal
melanoma genelde karaciger metastazi, ve tedavisi intravendz kemoterapi ve
immiinoterapi gibi sistemik tedavi secenekleri iimit verici sonuglar veya sagkalim
sliresinin artmast icin yarar saglamaktadir [57].
Immiinoembolizasyon, kemoembolizasyon, izole karaciger perfiizyonu ve hepatik intra-
arteriyel kemoterapi gibi c¢esitli teknikler mevcuttur. Cogu hastalarda, karaciger
metastazlarinin cerrahi olarak c¢ikarilmasi yararli olabilir. Primer tiimdr tanisindan
karaciger metastazina gegen siire en fazla 24 aydir ve 4 den az sayida karaciger
metastatik lezyonu ve multipl, diffiiz, BT'de milimetre boyutunda, koyu noktali

lezyonlara sahip olan hastalar uzun siireli sagkalim ile iligkilidir [58].

2.1.3. Epidemiyoloji

Uveal melanoma erigkinlerde en sik goriilen primer intraokiiler malignitedir ve
tiim melanomlarin % 3-5'ini temsil eder [25, 59]. Uvea yolu, kiirenin irisi, siliyer cismi
ve koroidi kapsayan pigmentli tabakasidir. Koroidal veya okiiler melanom terimleri, bu
kanser i¢in alternatif terimlerdir ¢iinkii uveal yolun cogunlugu koroidaldir. Uveal
primerlerden ziyade kutandz gibi davranan ve yonetilen konjunktival ve adneksiyal
melanomlar da bazen bunlara dahil edilmektedir. Uveal melanoma en yaygin olarak

koroid melanositlerinden (%85-%90) ortaya ¢ikar, ancak ayn1 zamanda iris (%3-%5) ve
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siliyer cisimden de (%5-%8) olusabilir [25, 59]. Ortalama tan1 yas1 yaklasik 62 yildir;
ancak, tani ic¢in en yiiksek yas araligi, 70 ile 79 yil arasindadir [6, 25, 60]. Uveal
melanoma insidansi cinsiyet, 1tk ve lilkeye gore degisir ve beyaz ten ve agik gbz rengi
olan wrklarda daha yaygindir. Erkeklerde kadinlara oranla % 30 daha fazla insidans
vardir [25]. Amerikan Birlesik Devletlerde'de her yil yaklasik 1.500 yeni vaka teshis
edilmektedir [25]. Amerikan Birlesik Devletler'de insidansi yaklasik milyonda bes ve
Ispanyol olmayan beyazlarda milyonda 6,02 iken, Siyah ve Asyalilar irklar1 milyonda
0,31 ve 0,39 olarak bariz bir sekilde daha diisiiktiir. Hispanik'teki insidansi, milyonda
1,67 ortada seviyesindedir [25, 61, 62]. Avrupa'da, insidans Ispanya ve Italya'da
milyonda iki, Orta Avrupa'da da milyonda dort ila alti, Danimarka ve Norvec'te
milyonda sekizden fazla degisik oranlar gostermektedir [63]. Giiney Kore'de goriilme

sikligi Amerikan Birlesik Devletleri'ndeki Asyalilara benzer, milyonda 0,42'dir [64].

2.1.4. Risk Faktorleri ve Prognoz

Uveal melanoma cinsiyete gore farkli dagilim gostermemekle birlikte, medyan
bagvuru yasi 58 olan orta yash beyaz irklarda daha yaygindir. Beyaz irkindan ya da
beyaz kokenli olamkta risk faktorleri arasindadir. Beyaz niifusunun %7-8'inde koroidal
nevis varhigi bildirilmistir. Bununla berber displastik neviis sendromu gibi belirli cilt
durumlar1 da uveal melanom ile iliskilendirilmistir [65].
Ultraviyole radyasyona maruz kalmanin neoplazi riskini artirdigi ileri siiriilmistiir,
ancak bu kesin olarak kanitlanamamistir. Baz1 somatik mutasyonlar neoplastik biliylime
ve uzak metastaz ile iliskili olsa da, s6z konusu malignitede kalitsalliktan sorumlu olan
etkili bir gen heniiz bulunmamistir. Ancak germline BAP1 mutasyonlari olan bireylerin
uveal ve kutandz melanomun yani sira mezotelyoma ve bobrek kanserleri igin de
yiiksek risk altinda oldugu diisiiniilmektedir [66]. Klasik olarak, uveal melanom tanisi
ve prognostik tahmin, klinik tabloya ve histopatolojik degerlendirmeye dayanmaktadir.
Genetik mutasyonlar, kromozomal anormallikler ve gen ifade profili i¢in molekiiler
prognostik testler, uveal melanomda daha yaygin hale gelmektedir ve adjuvan terapi
denemelerine yiiksek riskli hastalarin tanimlanmasina ve kaydedilmesine yol agmustir.
Mikroarray yaklasimlarinin, standart klinik veya histopatolojik parametrelere kiyas,
sonucu tahmin etmek i¢in daha iyi performans gosterdigi bildirilmistir [67]. Kromozom

3 monozomisi hastaligin prognoz ile 8q’daki ek kopyalarin varligi ise azalmis sagkalim
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stiresi ile iliskililidir [68, 69]. Ayrica monozomi 3 ile eszamanli kromozom 1'deki
delesyonlarin hastaliksiz sagkalimin bagimsiz 6ngoriiciisii oldugu gosterilmistir [70].

Tiimdr capmin tek basina monozomi 3'ten daha biiyiik bir prognostik etkiye sahip
oldugu gosterilmistir [45]. Nadir sayida uveal melanoma vakalarinda, kromozom 3’iin
tek bir primerinde heterojenite olabilir, bu gézlem daha biiyiik sayilarla dogrulanmalidir
[71]. Ayrica, yaymlanmus literatiirde bildirildigi gibi, bu tiir tek tip olmayan kromozom
3 degisikliklerinin sikliklar1 % 0-%48 arasinda degismektedir. Abdel-Rahman ve
arkadaglarmin yaptigi 47 uveal melanoma vakasinin 36 ay boyunca takip edildigi
ortalama takip stiresinin 36 ay oldugu ¢alismada, kromozom 3 degisikliginin, oldukca
agresif oldugu ve uveal melanomda tedaviden sonraki ilk 3 yil icinde metastaz gelisme
riski ile iliskili oldugu gosterilmistir [72]. Kromozom 3 kaybinin aksine, 6p kromozomu

kazanci genellikle metastatik olmayan uveal melanom ile iliskilidir [73].

2.1.5. Histopatolojik Prognostik Kriterler

Uveal melanomada onemli histopatolojik faktorler olan, hiicre tipi, mitotik
aktivite, timor infiltre eden lenfositler (TIL'ler), ekstravaskiiler matris modeli,
pigmentasyon derecesi ve ekstraskleral uzanti prognoz igin belirleyici kriterler olarak
sayllmaktadir [22].

Epiteloid hiicre tipi, tiim uveal melanoma'nin yaklasik % 3-5'ini olusturur ve en
kotii prognozla iliskili hiicre tipidir. Epiteloid hiicre tipi uveal melanoma tanisi alan
hastalarda 15 yillik 6liim oran1 % 75'tir. Ig (spindle) hiicre tipi, tiim uveal melanoma'nin
yaklasik % 40'm1 kapsar ve 15 yillik 6liim orant % 20'dir. Tiim uveal melanomlarin %
50’sinde karigik hiicre histolojisi mevcuttur ve 15 yillik 6liim orani yaklasik % 60'tir ve
bu oran epiteloid ve ig hiicrelerin yiizdesine bagli olarak 6nemli farkliliklar
gostermektedir [74].

Uveal melanoma, klinik muayenede neredeyse %100 dogrulukla potansiyel olarak
teshis edilebilmesine ragmen [30], bir¢ok hastada tiimor gézden kagar veya yanlis teshis
edilir [62].

Neredeyse yonlendiren semptomlarin eksikligi hastalarin {icte birinde, ve eslik
eden goz bozukluklart veya taniy1 engelleyen hastaliklarin yani sira yanlis teknik bazi
sorunlarin nedeni olabilir. Timor yerlesimi de taniy1 zorlastirabilir. Uveal melanomanin
% 3,5' iriste, % 6,1'1 siliyer cisimde ve % 90,3'i uveanin arka kisminda meydana gelir

[26]. Siliyer govdede bulunan uveal melanoma baslangigta gérme bozuklugu ve irisi
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bozacak veya kenarinin altindan ¢ikacak ve goz kiiresi i¢cinde diger yapisal ve islevsel
degisiklikleri tetikleyecek kadar biiylik olana kadar genellikle teshis edilmemis olarak
kalir. Bazen sadece ekstraokiiler yayilma gozlemlendikten sonra teshis edilir. Siliyer
cisim yerlesimli uveal melanoma timoriin boyutu veya hiicresel tipine bakilmaksizin,
olumsuz bir prognostik faktor olsa da [74], siliyer cismi tutan uveal melanoma'nin
epiteloid hiicreler icermesi ve uveanin arka kismina sinirli olmadig1 ve daha genis bir
cap1 olmasi gosterilmistir [49].

Erken teshisi engelleyen anatomik bir konumun yani sira siliyer cismin yiiksek
hareket kabiliyetine sahip oldugu varsayilmaktadir. Siliyer kasin kasilmalar1 nedeniyle,
cok sayida damar ve bu alanda kotii prognozlu ekstravaskiiler matriks paternlerinin
olugmasi, uveal melanom'un daha yiiksek metastatik potansiyeli ile iliskili olabilir [44,
49].

Iris kaynakli uveal melanoma, daha iyi prognozla iliskilidir, bu da iris tiimérlerin
daha kolay tespit edilebilmesinden ve sonu¢ olarak tedavinin ¢ok daha erken
uygulanmasindan kaynaklanabilir [74]. McLean ve arkadaslari uveal melanomlu
hastalarda 40 yiiksek gii¢ alan1 (HPF) gozlemlenen mitoz sayisi ve prognoz arasinda
giiclii bir iliski oldugunu gostermistir [75]. Diisiik mitotik aktiviteye sahip tiimorler (0-1
/ 40 HPF) 6 yillik 6liim oran1 % 15-23, orta aktiviteye sahip olanlar (2-8 / 40 HPF) %
40-47 ve yiiksek aktiviteye sahip olanlar ( 9-48 / 40 HPF) % 56 idi [22].

Genel olarak, artan sayida lenfosit, makrofaj ve insan 16kosit antijeni (HLA 1 ve
HLA 1I) ifadesini igeren uveal melanom'daki inflamatuar infiltrasyon, daha koti
prognozla iliskilidir [76]. Lenfosit infiltrasyonu, uveal melanoma vakalarinin %
17'sinde [77], siliyer cisim uveal melanom'de, uveanin arka kismina smirl tiimorlere
gore daha sik goriiliir [49].

Siliyer cisim melanomlarinin agresif davranisi, bu lokasyonda vaskiiler aglarin
gelisme egilimiyle iliskili gorlinmektedir. Siliyer cisim veya koroid melanomda tiimor
yeri nerde olursa olsun vaskiiler aglarin varhigi sagkalimi kisaltir [49]. Daha kéti
prognozla iligkili ekstravaskiiler matriks oriintiileri olugturan bag dokusu, septanin daha
fazla sayida kan damari igerdigi bulunmustur [78].

McLean ve arkadaslari, epiteloid hiicre igeren tiimorleri olan hastalarda timor
pigmentasyonu derecesinin prognostik degeri olmadigini gdstermistir [75]. Ote yandan,
18 hiicreli tlimorlerde pigment miktar1 histopatolojik 6rnegin hazirlanmasi sirasinda

uretilen artifektler nedeni ile prognostik deger Slgiimiinde yanlislara sebep olabilir.
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Pigmentasyonun prognostik oneminin dogru tanimi, daha fazla histopatolojik ve
istatistiksel analizi gerektirir [22]. Sulu kanallar (% 29,8), siliyer arterler (% 27,4),
vorteks damarlar (% 18,5), siliyer sinirler (% 8,9) veya optik sinir (% 0,8) yoluyla
ekstraskleral ekstansiyon olusabilir. Hastalarin % 10,4'tinde timor, gesitli yollarla ayni
anda goz dis1 bosluguna da yayilir. Ekstroskleral uzanim, 6n kamara agisinin tutulumu,
tiimoriin bazal c¢api, epiteloid hiicrelerin varligi, kapali bag dokusu halkalar1 ve
monozomi 3 ile giiglii bir sekilde iliskilidir [22].

Schmittel ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢calismada, ekstraokiiler timor biiyiimesi
olmayan hastalarda uveal melanoma'nin ekstraokiiler yayilimi olan hastalara kiyas, 5
yillik metastazsiz sagkalim % 28'e karsilik % 80,6 idi [79].

2.1.6. Sitopatoloji

Uveal melanomdaki sitogenetik degisiklikler rastgele degildir ve monozomi 3,
trizomi 8, kromozomdaki delesyonlarla karakterizedir. Kromozom 1 ve kromozom 6'nin
yapisal veya sayisal anormallikleri ve kromozom 9p'deki degisiklikler daha az
goriilmektedir.
2.1.6.1. Sitogenetik Anormallikler

Uveal melanoma tiimor dokusunda cogu solid tiimorlerden farkli ve Ozel
kromozom degisimlerine sahiptir [80-82]. Bunlar, kromozomlarda materyal kaybi,
kazanimi ve tek kromozom kayb1 gibi degisimlerdir. Cok sayida arastirmalara gore daha
fazla metastaz eylemli sitogenetik bozuklugu monozomi 3 kromozom kaybi olarak
tamimlanmistir. Andrea G.M. ve arkadaslar1 uveal melanoma hastalarinda 105 tiimor
dokusu iizerinde kromozom 3 kaybi olan dokular1 PZR metodu ile incelemisler ve
sonug olarak monozomi 3 bozuklugunun epiteloid tiimorlerde, metastaz nedeni ile
hayatin1 kaybeden hastalar dokusunda, bu kaybin daha fazla metastaza sebep oldugu
ispatlanmigtir [80]. Monozomi 3 ayni zamanda %40-%50 arasinda baska degisimlere de
yol agabilir. Bu degisimlerin en 6nemlisi 8.kromozomun kisa kolunun kaybi ve uzun
kolunun kazanimi ve izokromozom (8q+) yapilmasidir. Yaklasik %45 oraninda uveal
melanoma tiimor dokusu 6zellikle siliyer cisimlerde olan tiimorlerde hem monozomi 3
(M3) hem 8qg+ degisimleri birliktedir [80-93], ancak bazi uveal melanoma timor
dokularinda da sadece 8g+ gozlemlenmistir. Baska kromozom anomallikleri,
1.kromozomun kisa kolunun kaybi (1p-) ve 6.kromozomun kisa kolunun kazanimi ve
bazen uzun kolunun kaybi (6p+ veya 60-) varligi uveal melanoma tiimor dokularinda

goriilebilir. Sitogenetik anomallikleri 6nemli metodlar olan c¢ok katli floresan in situ
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hibridizasyon (MFISH) ve dizi karsilastirmali genomik hibridizasyon (aCGH) sayesinde
kesfedilmistir. Ayrica kromozom 6’nin materyal kaybi ve kazanimi toplamda %60-
70’dir ve bu durumda en yiiksek degisim oranina sahiptir [80, 81].
Uveal melanomda birkag tekrarlayan kromozom anomaliligi, 1p, 3, 6q, 8p ve 9p kaybi
ve 1q, 6p ve 8q kazanimi dahil olmak iizere prognostik amacli kullanilmaktadir. Cesitli
Standart karyotipleme teknikleri bu degisimleri tespit etmek i¢in kullanilmistir [80-85].
Bu teknikler, floresan in situ hibridizasyon (FISH) [80, 81], karsilastirmali genomik
hibridizasyon (CGH) [82-88], spektral karyotipleme [89], mikro uydu analizi (MSA)
[90, 91], multipleks ligasyona bagli prob amplifikasyonu (MLPA) [92] ve tek niikleotid
polimorfizmler (SNP'ler) metodlaridir [93]. Kromozom 3'iin bir kopyasinin kaybinin
(monosomi 3) uveal melanomda 6nemi ve bu kromozomal kaybin en 6nemli prognostik
biyomarker olarak bildirilmistir [90-94]. Kromozom 3 durumunun prognostik
dogrulugu dahil olmak iizere, 6p ve 8q material kazanimi ve diger kromozomal
degisimler, klinik ve prognostik gruplarin ¢oklu kombinasyonlarina yol agan
histopatolojik bilgilerdir [92, 95, 96].

Timorlerin yaklasik % 10-20'sinde meydana gelen monozomi 3 ve izokromozom
(8q) ile birlikte diger degisiklikler, kromozom 9, 10 ve 11’1 etkilerken, 16q'nun
cikarilmasi ve 21'in kazanilmasi [82-84, 89, 94, 97, 98] goriilmektedir.

2.1.6.2. Molekiiler Anormallikler

Gliniimiizde uveal malign melanomanin birgok O6nemli mutasyon ile iliskili
oldugu ve bu mutasyonlarin hangi siklikla meydana gelmesi, rolii ve Onemi
belirlenmistir. Ancak arka uveal melanomada, tespit edilmis en yaygin mutasyonlar,
guanozin niikleotit baglayici protein Q polipeptidi (GNAQ) ve bunun paralogu,
guanozin niikleotit baglayict protein alfa-11 (GNA11) mutasyonlarini igerir. Uveal
melanomada mutasyonlar iki ayr1 grup ve farkli onem tagimaktadir. Bir grup, GNAQ,
GNA1l1, CYSLTR2 ve PLCB4 gibi mutasyonlar tiimoriin olusumuna ve ilk agsamalara
ait mutasyonlar ikinci grup ise prognostik anlam tasiyan, EIF1AX, SF3B1/SRSF2 ve
BAP1 mutasyonlardir. Uveal melanomada genelde az siklikla mutasyonlar goriinsede,
bu hastalikta Go-sinyal yolunun 6nemini yeniden dogrulamaktadir. Yapisal olarak aktif
Go'nin etkileri arasinda MAPK, PI3K - Akt — mTOR ve Hippo yolaklarinin
aktivasyonu bulunur (Sekil 2-7) [99].
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Sekil 2-7: Aktif Go'nin etkileri arasinda MAPK, PI3K — Akt — mTOR ve Hippo yolaklarinin aktivasyonu Kisaltmalar: PiP2,
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat; PiP3, fosfatidilinositol (3,4,5) -trisfosfat;Go, G-protein alfa alt birimi; GDP, guanozin difosfat;
GPCR, g-protein birlesik reseptorii; GTP, guanozin trifosfat; P, fosfat; RTK, Reseptor tirozin kinaz.

Uveal malign melanoma hastaliginda en o6nemli mutasyona ugrayan genler

GNAQ ve GNAllbasta olmak iizere,

PLCB4 ve PLCB4 genlerdir (Tablo 2-1).

BAPI1, SF3BI, EIF1AX, CYSLTR2, SRSF2,

Tablo 2-1: Uveal Melanomada En Yaygin Goériinen Mutasyonlar. cBioPortal[100,

101].
GEN ADI BULUNMA ORANI MUTASYONLAR
GNAQ 50% Q209P/L (90%) R183Q (5%) G48*/V (5%)
GNA11 45% Q209L (94%) R183C (3%) R166H (3%)
BAP1 33% Multiple
SF3B1 23% R625H/C (78%) K666T (11%) H662R (5%) T663P (5%)
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EIF1AX 13% G6D (20%) GBR (20%) GIR/D (20%) GI15D (20%)
W70R (10%)

CYSLTR2 4% L129Q (100%)
SRSF2 4% Multiple

PLCB4 2.5% D630N/V/Y (100%)
MAPKAPKS

2.5%

Kutan6z melanomaya kiyas uveal melanomada daha az mutasyona rastlandigi
bildirilmektedir. Kutanéz melanomlar MAPK aktivasyonu ile BRAF, NRAS
mutasyonlar1 veya NF1 fonksiyon kaybiyla tanimlanirken, uveal melanomada bu gibi
mutasyonlar nadir goriinmekle birlikte, G-protein a-alt birimindeki nokta mutasyonlari
ile karakterize edilir [102]. Uveal melanomada goriilen mutasyonlarm %90 1
kapsayan ve ilk asamada olusan, diyagnostik agidan 6nemli olan mutasyonlar GNAQ ve
bunun paralogu olan GNA11l mutasyonlaridir. GNAQ ve GNA11l mutasyonlar1 genelde
arka uveal melanomada ve 209’uncu kodonda Glutamin amino asitinin Prolin’e
degismesi ile ortaya cikar. Bu mutasyon arka uveal melanomalarda yaklasik %90
oraninda gorilmektedir [43, 103-106]. GNAQ / GNA1ll mutasyonlar1 arasinda
183’iincti kodonda yer alan mutasyondur. Bu mutasyon uveal malign melanom
hastalarinin timor dokularinda %5 oraninda goriilmektedir. GNAQ/GNAL1'deki aktif
edici mutasyonlarin varligi, bu genlerdeki mutasyonlarmm uveal melanoma
onkogenezinde erken bir olay oldugunu gostermektedir. Bu mutasyonel degisikliklerin
benign nevuslarda da goériilmesi ilgili mutasyonlarin uveal malign melanom gelisiminde
erken bir olay oldugunu kanitlamaktadir [104, 107, 108].

In vitro calismalar, GNAQ/GNA11 mutasyonlarmin hiicre biiyiimesindeki aktif roliinii
desteklemistir, ancak kodon 183'teki mutasyonlarin, kodon 209'a gére MAPK yolu



18

aktivasyonu igin daha az etkili oldugunu diistindiirmektedir [109]. GNAQ veya GNA11l
aktive edici mutasyonlarin, uveal melanoma ilerlemesinin tiim agamalarinda (iy1 huylu
lezyonlar dahil olmak iizere) mevcut oldugu goriilmiistiir. Bu mutasyonlarin gelisiminin
uveal melanomanin baslangicini olusturdugu diistiniilmektedir [103, 110].

Meme kanserine bagli protein 1 (BAP1) yaklasitk %80 metastatik uveal
melanoma dokusunda ve bir tiimor baskilayici rolii olabilecegi uveal melanomada
diistiniilmektedir. BAP1 geni tiglincii kromozomun 3p21.1 lokusundadir ve ozellikle
metastatik uveal melanoma durumlarinda kromozom 3 'iin bir kopyas1 siklikla silinir.
BAPI1 proteini, tiimdr baskilayict gen BRCA1 de dahil olmak iizere ¢esitli proteinlerle
etkilesime girer ve boylece BAP1 proteini, genom stabilitesinin korunmasi, epigenetik
modifikasyon, transkripsiyon diizenlemesi ve DNA hasar1 cevapinda temel rol
almaktadir.

BAP1'in mutasyonlar1 (GNAQ / GNA11'in mutasyonlarinin aksine), melanositik
lezyonlarla sinirli degildir ve uveal melanoma'nin yan sira diger kanserlerde BAP1'in
etkisinin, S- fazindaki hiicreleri durdurarak proliferasyonunu dogrudan etkilemesi
oldugu cesitli durumlarda ileri siiriilmiistiir [109]. Uveal melanomlu gen¢ hastalar
arasindaki germ line mutasyonlari, bobrek kanserleri ve mezotelyoma i¢in bir egilim
olusturan, ailelerde BAP1 mutasyonlar1 ile korelasyonu ve BAP1'in kalitsal uveal
melanoma hastalari i¢in yliksek metastaz riskli hastalar sinifi arasinda prognostik degeri
olan bir gen olabilecegini diistindiirmektedir [111-113].

Bir bagska mutasyon ekleme faktorii 3B alt tinite 1 (SF3B1) geninde meydana
gelir ve uveal meanoma vakalarinin %10-% 20'sinde, ancak sadece monozomi 3
olmayan alt kiimesinde bulunmaktadir [114-116]. SF3B1 geni, ikinci kromozomun ¢33
bolgesinde bulunur ve mRNA onciiliinii (spliceosome) islemekten sorumlu olan biiytik
bir kompleksin alt tinitesini kodlar ve splicing aktivitesinde mRNA'y1 koruma ve dogru
kodlamay1 saglamakta 6nemli rol almaktadir [117].

Bu nedenle SF3B1'in mutasyonlari, birgok gen i¢in alternatif degiskenleri {ireten,
uveal melanoma ve diger kanserlerde farkli mutasyonlarla, coklu genler i¢in alternatif
ekleme (splicing) olaylarma yol acan bir gen sayilmaktadir. SF3B1 mutasyonlari
dizomy 3 ve BAP1 mutasyonlari ile ters korelasyonda ve daha iyi prognoz ve gecikmis
metastaz geligimi ile iliskilidir [116, 118].

EIF1AX okaryotik translasyon baglatma faktorii 1A’nin X'e baghi mutasyonlari,
yaklasik %131 arka uveal melanomda goriinmektedir [115, 119]. Protein kodlamasinda
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hedef mRNA'min taninmasinda ve ribozomun stabilizasyonunda gorev alan
translasyonun baglatmasinda 6nem arz eden EIF1AX, translasyonda mRNA ile
etkilesime girer [119].

Bununla birlikte, hem SF3B1 hem de EIF1AX'in, dizomi 3 olmayan uveal
melanoma tiimorlerinin ilerlemesinde 6nem tasidig1 one siiriilmektedir [120].

Kutan6z melanomun aksine, uveal melanoma'daki mutasyon yiikii distktiir.
Uveal melanomada TCGA cohort somatik mutasyonun miktarin1 her megabazda 1,1
oldugu ancak kutandz melanomada 18 oldugu bulunmustur [102, 121].

Uveal melanomada daha once tartisilan genlerin yani sira bazi arka plan ve %
I'lik diisiik insidansa sahip olan telomeraz ters transkriptaz (TERT) gibi genler ayn
zamanda birgok kanserde yaygin olarak bildirilmistir [122, 123]. TERT, telomer
uzunlugunun korunmasinda, hiicre dongiisii kontroliinde ve DNA hasar1 yanitinda ¢ok
islevli bir role sahiptir [122, 124-126]. Uveal melanoma tiimoér dokusunda meydana
gelen bagka bir mutasyon %35°1 sisteinil 16kotrien reseptdr 2 (CYSLTR2) ve fosfolipaz
C beta 4 (PLCB4) genlerinde meydana gelir. Ancak ¢ok diigiik bir oranda ve uveal
melanomada etkisini agiga ¢ikarilmasi daha fazla aragtirmalar gerektirir.
2.1.6.3. Epigenetik Anormallikler

Epigenetik modifikasyonlar, kanserde DNA ve histon metilasyonu, miRNA
ifadesinin degismesi ile ilgili mekanizmalari temsil eder [127, 128].

Uveal melanom'de epigenetik mekanizmalar asagida gruplanmaktadir:

Kodlamayan RNA'lar
- MikroRNA'lar

Son aragtirmalar, miRNA'lar olarak bilinen kodlamayan RNA sinifinin UM'deki
roliine 1s1k tutmustur. miRNA'lar kisa (17-22 niikleotid uzunlugunda), endojen,
kodlamayan RNA sinifidir ve gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynar [129]. Birgok
miRNA, uveal melanoma dokularinda ve hiicre dizilerinde farkli ifade seviyeleri
gosterir. MRNA'larin 3’ ¢evrilmemis bolgesindeki (3'UTR) tamamlayici bolgeler ile baz
eslesmesi yoluyla, miRNA'lar mRNA'lar1 indirgeyerek ve cevirilerini bastirarak hedef
genleri diizenler [130].

Birka¢ c¢alisma, miRNA'larin diizensizliginin hiicre dongiisli ilerlemesini
destekleyebilecegini, apoptoza karsi direng saglayabilecegini ve kanser hiicrelerinin

yayilimini ve metastazini artirabilecegini bildirmistir (Tablo 2-2).
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Table 2-2: Kanserlerde bazi 6rnek miRNAlarin degisimi ve hedef genlere etkileri.

Isim Ifade diizeyi Hedef gen Rol Referans
miR-34a Azalmis c-Met, Akt Tiimor baskilayict | [131]
miR-137 Azalmig MITF, c-Met, CDK6 Timor baskilayict | [132]
MiR-149* Artmis GSK-3a Onkogen [133, 134]
miR-134 Artmis VEGFA,FOXML,MYCN, | Onkogen [134, 135]
CD9, WWOX1
miR-214 Azalmis PTEN, AP2, TP53 Tiimor baskilayict | [136, 137]
miR-146b Artmig NF-kB, SMAD4 Onkogen [138]
Let7b Azalmis cyclin D1 Tiimor baskilayic1 | [139-142]
miR-34b/c Azalmig c-Met, Akt Timor baskilayict | [143]
miR-182 Azalmig MITF, BCL2, cyclin D2, | Tumér baskilayict | [144]
Akt and ERK1/2

- Uzun kodlamayan RNA'lar

Uzun kodlamayan RNA'lar (IncRNA), baslangigta genomun 'karanlik maddesi'
olarak kabul edilen 200 niikleotidden daha uzun, protein kodlamasi olmayan
transkriptleridir. Son yillarda IncRNA'larin gen ifadesinin diizenlenmesinde oynadigi
roliin 6nemi giderek artan bir sekilde kabul edilmektedir. miRNA'lardan farkli olarak,
IncRNA'lar karmasik ikincil ve iiglinciil yapilart gosterir, diizenleyici islevlerini yerine
getirmek igin hayati proteinleri, RNA'y1 ve DNA'y1 baglarlar [145]. Biriken kanitlar,
IncRNA'larin, transkripsiyon dahil olmak {izere bir dizi siirecte, diizenleme, tlimorijenez
ve metastatik kaskad onemli roller oynadigini gostermektedir [146, 147]. Ornegin,
IncRNA Kcnqlotl, genomik baskiyr kontrol etmek igin kromatin dongiileri olusturur
[148].

Son c¢aligmalar ayrica CASCI15 IncRNA'nin melanom ilerlemesi sirasinda yukari
regiile edildigini ve melanomun hiicre proliferasyonu ve invazyon fenotipleri ile iligkili
oldugunu ortaya koymustur [149].

DNA Metilasyonu
DNA hipermetilasyonu
CpG adalarinin anormal promoter hiper-metilasyonunun kanserde timor

baskilayict genlerin (TSG'ler) inaktivasyonunda oOnemli bir rol oynadigi
diisiiniilmektedir [150]. Onceki calismalar sikline bagimli kinaz inhibitorii 2A
(p16INK4a) kaybinin ilerleyen melanomlu hastalarda ifadesi, artan tiimor hiicresi

proliferasyonu ve azalmis hasta sagkalimi ile iliskilidir [151, 152]. Hiicre dongiisiiniin
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Glfaz1 boyunca timdr hiicrelerinin ilerlemesi, siklin D'nin Rb'yi fosforile eden sikline
bagimli kinazlarla (CDK'ler) birlesmesiyle uyarilir [153]. Rb fosforilasyonunun
ardindan, E2F aktive olur ve S fazina 6zgii gen ifadesini arttirir. P16INK4a, siklin D-
CDK4 ve siklin D-CDK6 kinazlarin1 kisitlayabildigi ve G1-S kisitlama noktasinda
hiicre dongiisii kontrolii ile sonuglanabildigi igin siklin D/CDK kompleksinin bir
inhibitorii olarak tanimlanmistir [154]. P16INK4a, birgok malign durumda yaygin
olarak inaktive olmasina ragmen [155], p16 INK4a'nin germ hatti mutasyonlari, uveal
melanoma yerine ailesel kutan6z melanoma ile benzersiz bir sekilde iliskilidir [156,
157]. Timor baskilayict gen inaktivasyonu igin genellikle alternatif bir mekanizma
transkripsiyonu azaltan CpG adalarinin de novo metilasyonudur. P16INK4a promoter
bolgesinin de novo metilasyonu, ¢ok gesitli malignitelerde meydana gelir [158] ve hiicre
giiclii bir hiicre dongiisii inhibitoriini kaybeder. Baska arastirmalarda farkli genlerin
metilasyonu lizerine yapilmistir (Tablo2-3).

Table 2-3: Promotor metilasyonunun uveal melanomda fonksiyonu.

Gen Hiper metylasiyon orani Fonksyon Referans
RASSF1A 91% RAS ailesine bagli bolge [159-166]
MGMT O6- 10%-30% DNA’ya metylguanin | [167]
transfer eder
DcR1, DcR2 91%-97% TRAIL reseptoru [168]
pl6/INK4a / Timor supresorleri stabil | [151-158, 169, 170]
eder
CXCR4, CCRY / Hipermetyle olmasi | [171]
metastazi engelliyor
RASEF RAS 46%-54% [172-174]

DNA hipometilasyonu
Tiimorijenezde tlimoér baskilayict genlerin DNA  hipermetilasyonu ile

karsilagtirildiginda, DNA hipometilasyonu daha az yaygindir. Ornegin, Melanomda
Tercihli Olarak Eksprese Edilen Antijen (PRAME), uveal melanomda metastazin dogru
bir biyobelirtecidir [175].

Field ve arkadaglar1 PRAME promoter etrafindaki belirli CpG sitelerinin farkli
olarak hipometillenmesini raporlamiglar. Sonug olarak, gen Siif 1 ve Sinif 2 uveal

melanomlarda aktive olur ve her iki sinifta da artmis metastatik risk ile iligkilidir [176].
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Histon Modifikasyonu
Histon modifikasyonu, histon metilasyonu, asetilasyon, fosforilasyon,

poliadenilasyon, ubikitinasyon ve ADP ribosilasyon, ilgili enzim yardimiyla
gerceklestirilir. Histon metilasyonu, histonun lizin veya arginin kalintilarinin gergek
translasyon sonrasi metilasyonu yaygindir ve gen regiilasyonunda 6nemli roller oynar.
Gen mutasyonuna bagli anormal histon metilasyonu, translokasyon veya asir1 ifade
genellikle bir kanserin baslamasmna neden olabilir. Ornegin, H4K20 ve H2BKS5'in
monometilasyonu; H3K4, H3K36 ve H3K79'un trimetilasyonu gen ifadesini
desteklerken, H3K9'un dimetilasyonu ve H3K9 ve H3K27'nin trimetilasyonu gen
ifadesini inhibe eder [177-179].

2.1.7. Metastaz

Uveal melanoma'nin birincil tedavisine bakilmaksizin hastalarin  yaklasik
yarisinda metastaz gelisir [180]. Uveal melanoma yiiksek oranda metastaz yapma
egilimi olan, hematojen ve metastatik tiimorler % 90-95'inde karacigere yayilir. Primer
timoriin kontroliinden yillar sonra yeni uzak metastaz gelisiminin bir agiklamasi,
dolagimdaki ilk tan1 aninda yayilan timoriin hiicrelerinin varligidir [181]. Baska bir
deyisle, hastalik genellikle tlimor teshisi sirasinda zaten yayilmistir. Hepatosit biiyiime
faktorii (HGF) gibi, tiimor hiicrelerinin karacigere tercihli ve buna karsilik gelen
reseptor c-Met, insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF-1) ve kemokin CXCL12
yonlendirilmesinde ¢esitli yollar yer almistir [182].

Karaciger metastaz1 durumunda prognoz, yaklasik 8 aylik bir ortalama sagkalimla
kotidir [183]. Sagkalimi veya yasam Kalitesini iyilestiren metastatik uveal melanoma
icin higbir terapdtik secenek olmamasina ragmen, karaciger metastazinin taranmasi i¢in
asagidaki yontemler kullanilabilir: karaciger fonksiyon testleri (gama-glutamil
transpeptidaz (yGT) ve laktat dehidrojenaz (LDH) kan 6rneginden), US, CT ve MRI ile
karaciger goriintiileme. Her yil veya alt1 ayda bir taramaya ragmen, karaciger fonksiyon
testleri ile karaciger metastazi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Yaygin karaciger
metastazlar1 ve normal karaciger fonksiyon testleri raporlart bulunmaktadir [184, 185].
Negatif prediktif degerin yliksek olmasi nedeniyle, hastalarin normal karaciger
fonksiyon testlerinde metastaz olmama sanst %97,5 veya daha fazladir. Bununla
birlikte, aspartat aminotransferaz (AST), alanin transaminaz (ALT), yGT, LDH ve

fosfatidik asit (PA) i¢in izole veya kombine karaciger fonksiyon testleri, erken karaciger
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metastazinin saptanmasi i¢in endike degildir [186]. Uveal melanomda diger metastaz

bolgeleri akciger ve kemikler daha az siklikla goriilmektedir.

2.2. MIKRORNA (miRNA)

mikroRNA’lar (miRNA’lar) yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda kiiciik tek iplikli
fakat proteine translasyonu gerceklesmeyen, fonksiyonel RNA molekiilleridir.
mikroRNA’lar genellikle transkripsiyonal gen regiilasyonuna dahil olup, post-
transkripsiyonel gen ifadesini diizenlemesi, translasyon baskilama, 6zel olarak dizilerde
mRNA bozunmasiyla gen ifadesini diizenlemesi ve cesitli aktiviteler saglamaktalar.
Ayni1 zamanda mikroRNA hiicre proliferasyonu, metabolik olaylari, farklilasma ve
apoptoz gibi c¢esitli biyolojik siireclerde rol almaktadir. Son c¢alismalar, bazi
miRNA'larin kanser olusumunda 6nemli olan hiicre ¢ogalmasini ve apoptoz siireglerini
diizenledigini gostermektedir [187-190]. Son ¢alismalar, bazi miRNA'larin kanser
olusumunda 6nemli olan hiicre c¢ogalmasin1 ve apoptoz siireglerini diizenledigini
gostermektedir [187].

Insan genomunda miRNA'lar1 kodlayan yiiksek seviyede korunmus yiizlerce gen
bolgesi kesfedilmistir ve su an itibariyle, insan genomunda 1000’in iizerinde mikroRNA
tanimlanmustir [14, 191]. Bir miRNA birden fazla mRNA’nin ifade diizeyini etkiler ve
her mRNA birden fazla miRNA etkisine maruz kalmasi miimkiindiir [192]. MiRNA
genleri bagimsiz sekilde veya kiimeler igerisinde ifade edilmektedir [193] ve ¢ogunlukla
intronik bolgelerde bulunmaktadir. MikroRNA’lar hem ekzojenik hemde introjenik
etkiye sahip molekiillerdir ve ayni zamanda tiim insan kromozomlarinda, Y kromozomu
hari¢ bulunmaktadir [194, 195]. Protein kodlayan genlerin %30 oranin1 diizenleyen
miRNA'lar tim genlerin yaklagik % 1-3'linii kapsar [196, 197].

2.2.1. MikroRNA’larin Kesfi

Gilinlimiize kadar, insan genomunda etkili yaklagik 2000 miRNA tanimlanmistir
[198]. ilk mikroRNA, Lee ve ¢alisma arkadaslari tarafindan 1993 yilinda Victor
Ambros laboratuarinda yuvarlak solucan olan Caenorhabditis elegans'ta lin-4 olarak
adlandirdiklart genin higbir protein kodlamamasina karsin 22 niikleotid uzunlugunda
kiiciik bir RNA transkribe etmesiyle rapor edildi [14, 199]. Reinhart ve arkadaslar1 2000
yilinda, 22 niikleotid uzunlugunda C.elegans gelisim zamanlamasin1 diizenleyen

MIRNA let-7 yi aym canlhida kesfetmisler [200, 201]. Ancak bulunan bu genetik
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materyal i¢in mikroRNA terimi ilk defa 2001 yilindan itibaren kullanilmaya
baslanmistir [199].

2.2.2. MikroRNA’larin Biyogenez ve Fonksiyonu (Sekil 2-8)

MiRNA Biogenﬁeﬁs»is and Function
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Sekil 2-8: miRNAlarin biogenez ve fonksyonu

2.2.2.1 miRNA Biogenezi

Kiictik transfer RNA (tRNA), ribozomal RNA(rRNA), kiiciik niikleolar RNA
(snoRNA), kiiciik miidahale RNA (siRNA) ve mikroRNA (miRNA) gibi bir¢ok kiigiik
endojen RNA molekiilleri hiicrelerde bulunmaktadir. Bunlarin arasinda miRNA ve
siRNA, biyokimyasal ve iglevsel olarak ayirt edilemez. Her ikisi de 5'-fosfat ile 3'-
hidroksil uglarma sahip, 19-22 niikleotid (nt) uzunlugunda ve ¢ok 6zel gen ifadesini
susturmay1 saglamak i¢in RISC kompleksi ile birlestirilebilmektedir [191, 202, 203].
Bu nedenle bu molekiiller kokenlerine gore ayirt edilmektedir [13, 191, 202].

Aslinda RISC araciligiyla transkripsiyon sonrasi gen susturmaya aracilik eden
tiim kiiciik RNA, kokenine bakilmaksizin siRNA olarak adlandirildi, ancak miRNA ve
siRNA arasinda ayrim yapmak yaygin bir prosediirdir. MiRNA Onciileri genellikle
kiimelerde bulunur. Genomun bir¢ok farkli bolgesi aracilifiyla, en sik olarak genler
arast bolgeler ve protein kodlayan genlerin intronlart bolgesinden olugmaktadir [204,

205].
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miRNA biogenezi iki asamali bir mekanizmaya sahip ve birinci asama ¢ekirdekte,
ikinci ise sitoplazmada gerc¢eklesmektedir. MiRNA’lar ¢ekirdekte RNA Polimeraz 11
veya RNA Polimeraz III enzimleri tarafindan transkripte edilmektedir [206].
MikroRNA biyogenezi ¢ekirdekte RNA polimeraz II araciliginda transkripsiyon ile
baslar ve daha sonra enzimler araciliiyla hairpin olgun miRNA dizisini i¢eren uzun
MIRNA (pri-miRNA) yapisina doniistiiriiliir [207] ve son adimda sitoplazma igerisinde
olgun miRNA’larin olusumu gergeklestirilir [208]. Bu hairpin seklindeki yap1 Dorsha
(RNAase IIT enzimi) ve onun kofaktorii DiGeorge kritik sendrom bdlgesi 8 (DGCRS)
ile kesilir ve prekiirsor miRNA olustuktan sonra ¢ekirdekten sitoplazmaya Exportin-
5(XP0O5)/ RanGTP yardimu ile taginir ve ayn1 zamanda EXP-5 varligi pre-miRNA’nin
stabilizasyonu saglamakta da yardimeci olur. RNAase III enzimi Dicer tarafindan
yaklagik 22 niikleotid uzunlugundaki dubleks miRNA’ya kesilir [209-215]. Pri-miRNA
yapisinin normalde tim mRNA’larda oldugu gibi 5’cap ve 3” Poli A yapisi mevcuttur
[216]. Bu cift zincirli yap1 kilavuz ve antikilavuz olarak adlandirilmaktadir. Argonaute
(Ago) ya yiiklenen susturma kompleksi (RISC) efektorii Klaviiz ipligini igermektedir
[192, 198-200, 206, 208, 217-220] ayn1 zamanda antikilavuz iplik degrade olmaktadir.
Aktif RISC kompleksinin g¢alismasi igin olgun tek zincirli miRNA ve Ago2 ile
birlesmesi gerekmektedir (Sekil 2-9) [221, 222].
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Sekil 2-9: miRNA biyogenezi

RISC kompleksi igerisindeki olgun miRNA, hedef mRNA’nin 3’UTR bdlgesine
baglandiktan sonra mRNA’nin yikimi veya translasyon baskilanmasinda rol almaktadir

[223].
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MiRNAlarin kokeni kodlanan (intergenik) veya kodlama yapmayan (intronik)
bolgelerden olusmaktadir [205, 224]. miRNA 5’ tarafinda olan 7 niikleotidlik seed
bolgesi (seed region) ile hedef mRNA’lar1 tanimlar (Sekil 2-10) [225] ve bu bolge

miRNA’ nin baglanmasi ve fonksiyonu i¢in ¢cok dnem arz etmektedir.

seed region in MiIRNA

Sekil 2-10: Seed region

2.2.2.2 miRNA Fonksiyonu

MikroRNA’larin gelisim, farklilasma ve diger fizyolojik fonksiyonlarda énemli
rol aldig1 gbsterilmesine ragmen, diizensiz ifadesi durumunda farkli patolojik olaylar ile
iligkilendirilmistir. MikroRNA biyogenezinin farkli fizyolojik siireclerde ve
hastaliklarda epigenetik etkisinin molekiiler diizeyde anlasilmasinin potansiyel 6nemi

bulunmaktadir.

MiRNA hedef mRNA’nin 3 UTR bdlgesi arasinda yapilan baglanti seviyesi
yiiksek veya diisiik olmasi fonksyonu degistirmektedir. Baglant1 seviyesi yliksek ise
RISC hedef mRNA’nin yikimina, diisiik ise translasyonun baskilanmasina neden olur.
Ayni zamanda miRNA’larin hedef mRNA’da tamidiklar1 “miRISC” yapis1 hedef
mRNA’nin ORF (Ac¢ik Okuma Alani) bolgesine de baglanabilir ve bu baglant1 tam
komplement gerceklestirir ve Ago2 araciligi ile mRNA yikimina sebep olur (Sekil 2-11)
[226].
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Sekil 2-11: miRNA Fonksiyonu

2.2.3. MikroRNA’lar ve Kanser (Diagnoz, Prognoz ve Tedavi)

MikroRNA'lar hiicresel mekanizmalarin diizenlemesinde anahtar rollere sahip
oldugu ve diizensizliklerinin kanser hiicrelerinin kotii huylu fenotipini korumak icin
gerekli oldugunu giiniimiizde birgok arastirma sonucu gostermistir. MikroRNA'larin
farkli timor tiirlerinde ve alt kiimelerindeki bozulmus ve benzersiz ifade profili,
biyolojik sivilar ve hiicre icerisindeki degisimleri miRNAlar1 hassas biyobelirtecler
olarak ¢ekici bir kaynak haline getirmesiyle birlikte prognostik degerleri giiniimiizde
Oonemli arastirma konular1 arasinda yer almaktadir. miRNA genlerinin yarisindan
fazlasinin kanserle iliskili genomik bolgelerde veya hassas bolgelerde bulundugunu
gosteren ¢esitli raporlar vardir. Genis bir kanser dokularindan elde edilen hiicrelerin
mikro dizi ifade verileri, anormal miRNA ifadeunu kanser olusumu ve ilerlemesinde
onemli bir neden oldugunu gostermistir. MiRNA'larin bir¢ok kanser tiirlinde oynadigi
rol ve katilim, 16semi, lenfoma, glioblastoma, meme, kolon, mide, akciger, prostat,
tiroid, karaciger ve yumurtalik kanseri dahil olmak {iizere farkli kanser tiirlerinde
bildirilmistir [227-245].

MiRNA'nin ifadesi kanser dahil ¢esitli hastaliklarda genis ¢apta bozuldugunu
gosteren aragtirmalar vardir. Timor dokulart ve kiiltiirlenmis tiimor hiicreleri, siklikla
anlamli derecede azalmig olgun miRNA ifade seviyelerini sergiler [240]. miRNA'nin
oligontikleotid mikroarray analizi, ¢ok sayida kansere O6zgl hiicre tipinde yiizlerce

miRNA'nimn ifade seviyelerinin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan yiiksek
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verimli tekniktir [246, 247]. miRNA profillemesini kullanan ¢alismalar, kanser
hiicrelerinde bulunanlarla ayn1 dokudaki normal hiicreler ile karsilastirildiginda 6nemli
Olciide farklt miRNA profilleri raporlamiglar. Ayn1 zamanda miRNA ifade diizeyi in
situ ve invaziv kanserde farkli goriilebilir. Ornegin, meme kanseri dokusu kullanilarak
yapilan ayr1 ve benzer bir arastirmada, let7d, miR-210 ve miR-221'in duktal karsinomda
in situ iken asag1 regiile edildigi bulundu ancak invaziv gegiste yukari regiile edilmistir
[248].

mMiRNA'nin anormal ifadesi ile ilgili farkli mekanizmalar 6ne stirilmistiir. En
onemli li¢ mekanizma: (i) genetik degisiklikler ve tek niikleotid polimorfizmi (SNP),
(i) epigenetik susturma ve (iii)) miRNA biyogenez yolagindaki kusurlar olarak

goriilmektedir.

(i) Genetik degisiklikler ve SNP: Insan miRNA genlerinin tam haritalanmasi,
miRNA'larin biiyiikk cogunlugunun kirillgan bolgeler, kansere 06zgli translokasyon
kirilma noktalari, tekrarlayan dizileri ve CpG adalari oldugunu o6ne siirdiirmektedir
[249]. Bununla birlikte, baz1 ¢alismalar, bu tiir bir iliskinin dogrudan olmadigin1 ve
spesifik kanser tlirine bagh oldugunu gostermistir [250]. Ayrica, tek niikleotidlerde
(SNP'ler) polimorfizmin varligi yaygin olarak bilinmektedir ve SNP'lerin kanserle
iligkili yolaklarda miRNA hedefleri lizerindeki etkisini diigiindiiren kanitlar sunulmustur
[251]. SNP'ye bagl bir islev kazanimi, bunun miRNAlarin hedef gen ile etkilesimini
artirabilir ve bdylece bir tiimdr baskilayict gibi rol gosterebilir, aksine, SNP'ye bagh
islev kaybi, daha sonra bir onkogen gorevi goren miRNA ifadeunun artmasina neden
olabilir [252]. Tiim bu gozlemler SNP'lerin miRNA'larin biyogenez ve fonksyonunun

diizenlenmesinde katkida bulunan faktdrlerden biri olabilecegini 6ne siirdii.

(i) miRNA ifadeunun epigenetik diizenlenmesindeki degisiklikleri ¢esitli
arastirma grubu, 6rnegin hiper veya hipo-metilasyonun miRNA genlerinin aktivitesini
etkiledigini gozlemlemistir [253-255], ¢linkii miRNA genlerinin 6zellikle CpG
adalarmin yakininda bulunanlarin ifadeu, metilasyon siire¢lerinden daha kolay
etkilenme egilimindedir [253, 254, 256]. Ornegin, kolorektal kanserlerde tarama
arastirmalart komsu CpG adalarimin hiper metilasyonuna bagli olarak miR-34b ve miR-
34c'nin epigenetik susturulmasi ve metilasyon siirecindeki degisiklik miR-9 ailesi

genlerini etkiledi [257].
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(iii) miRNA yolagindaki kusurlar 6nemli bir mekanizma olarak tanimlanmistir
ciinkii insanlarda miRNA'larin ¢ogu, kodlamayan veya kodlayici olmayan
transkriptlerin intronlar1 tarafindan kodlanir. Bununla birlikte, bazt miRNA'larin
ekzonik bolgeler tarafindan kodlandigi bildirilmistir. miRNA'y1 kontrol eden genler
genellikle kiimelenir ve polisistronik mesajlar olarak kopyalanir veya mRNA'lardan
kaynaklaniyor [215]. Cogu miRNA geni i¢in promoterlerin kesin konumlar1 heniiz
haritalandirilmamustir, ancak bunlar CpG adalarinin kolektif analizi, RNA dizilimi ve
kromatin immiin ¢okeltme ve ardindan ChIP-dizileme yoluyla ¢ikarilabilir [258].
Polimeraz-1I ile iliskili ¢cok sayida transkripsiyon faktoriiniin birkag miRNA genini
aktive ettigi veya baskiladig1 bildirilmistir. Bazt miRNA'larin seviyesi, RNA stabilite

seviyesinde diizenleyici rolii oldugu gosterilmistir [259].
2.2.4. Tiimér Baskilayic1 ve Onkogenik mikroRNA’lar

MikroRNA farkli normal doku tiiriinde ¢esitli yolaklarda ve fonksiyonlar da rol
almaktadir. Hayvanlar ve bitkilerde oldugu gibi insan hiicrelerinde de Onemli
diizenleyici molekiillerdir. miRNAIlar hiicre igerisinde zaman zaman fonksiyon ve
seviyelerinde artis veya azalma goriilebilmektedir. MiRNA'lar, hedef mRNA'larini
tamamlayic1 sekansina dayali olarak tanir bdylece mRNA'n1 degrade ederek, protein
translasyonunu inhibe eder. MikroRNA'lar, gelismeye ve normal isleve katkida
bulunmanin yani sira ¢esitli insan hastaliklarinda da islevlere sahiptir. MiRNA'larin
hiicresel farklilagsma ve proliferasyonu diizenlemede 6nemini goz Oniine aldigimgzda,
yanlig diizenlemelerinin kanserle baglantili olmasi da sasirtici degildir. miRNA ifadeleri
kanser hiicreleri ve farkli evrelerinde degisim gostermektedir. MIRNA larin kanserli
hiicrelerde hem onkogenik hem tumor baskilayict fonksyonlar: ispatlanmistir (Sekil 2-
12). miRNA'larin amplifikasyonu veya asir1 ifadesi, timor baskilayict genleri veya
hiicre farklilagmasinda rol oynayan diger genleri asagi regiile edebilir, bdylece
proliferasyonu, anjiyojenez ve invazyonu uyararak timor olusumu ve ilerlemesine
katkida bulunabilir ve onkogen rolii oynar. Benzer sekilde miRNA'lar, onkogenik
aktiviteye sahip farkli proteinleri asag: regiile ederek, timor baskilayici olarak hareket
ederler.

mIRNA ifade profilleri, kanser teshisi i¢in yararli biyobelirtecler haline gelebilir.
Ek olarak, miRNA tedavisi kanserin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in gii¢lii bir ara¢ olarak da

kullanilabilir.
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Sekil 2-12: MikroRNAlar, normal, tiimér baskilayici, ve onkogen olarak islev gorebilir. A. normal dokuda uygun transkripsyonu ve
hedef gen ve protein iizerinde normal etkisi ve sonu¢ normal hiicresel biiyiime ve proliferasyon, farklilagsma ve hiicre 6limi. B.
Timor baskilayict iglevi goren bir miRNA azalmasi veya silinmesi sonug olarak tiimor olusumuna yol agar. miRNA biogenezin
herhangi bir asamasinda kusurlar nedeni ile azalir ve dokuda artan proliferasyon, invaziyon ve anjiyogenez ve azalmis apoptoz ve
farklilasma seviyelerine neden olur. C. Onkogenik iglev goriir ve bir miRNAnin agir1 ifadeu tiimér olusumuna sebep olur.

2.2.4.1. Tumor Baskilayic1 mikroRNA’lar

Geligmis tilkelerde yetiskinlerde sik goriilen 16semi formu Kronik Lenfositik
Losemili (KLL) hastalarinda yaklasik % 50'sinde 13ql4 bolgesi delesyona ugradigi
bilinmektedir. Kanser gelisim siirecine mikroRNA'larin katkida bulundugunun ilk kaniti
13q14 bolgesindeki delesyona ugrayan miR-15a ve miR16-1, 2001 yilinda Calin ve
meslektaglar1 tarafindan molekiiller bir ¢alismada KLL hastalar1 tizerinde ortaya
¢ikmistir. Detayli delesyon analizleri sonucunda bu bolgede yalnizca mir-15a ve mir-
16-1 genlerinin bulundugu saptanmis ve yapilan bu mikroarray ¢alismasinda B hiicreli
KLL hastalariin % 68'inde mir-15a ve mir-16-1'in ifade diizeylerinin azaldig1 veya hi¢
yaptlmadigi bulunmustur. Ayrica miRNA ifadeu KLL hastalarinin klinik 6zellikleri ile
yakin iligkili oldugu raporlanmistir. Yapilan ¢alismada miR-15a ve miR-16-1 ifade
seviyelerinin KLL hiicrelerinde, anti-apoptotik B hiicreli lenfoma proteini olan Bcl-2'
nin tretimi ile ters iligkili oldugu tespit edilmistir [231, 260, 261], dolaysiyla miR-15a
ve miR16-1'in diisiikk seviyeleri (timor siipresor fonksiyon kaybi) apoptozu onler ve
kontrolsiiz hiicre biiyiimesine sebep olur [261]. MikroRNA ifade farkliligi, kanserli ve
normal dokular arasinda, miRNA'larin kanser patogenezinde Onemli rol oynadigim

vurgulamistir [231].
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Timor stipresor Ozelligi gosteren bir diger miRNA, let-7 ailesinin tiyeleri (let-7b,
let7c, let-7d, let-7f ve let-7g) dir. Hiicre kiiltiriinde akciger dokusundaki let-7
seviyelerinin arttiginda, kanser hiicrelerinin biiyiimesinin 6nemli derece de azaldig
saptanmustir [262]. Let-7 gibi kanserlerdeki yetersiz ifade edilmemis miRNA'lar, timor
baskilayict genler olarak islev goriir ve hiicre farklilagsmasini veya apoptozu kontrol
eden onkojenleri veya genleri diizenleyerek kanserleri inhibe edebilir. Let-7min diistk
seviyeleri, RAS onkogeninin kontrolsiiz bir sekilde fonksiyon gdstermesine sebep olur
[243, 260-264] ve bu durumda tiimor siipresor fonksiyona sahip oldugu tespit edilmistir.
Bunun yami sira, let-7 mikroRNA ailesinin iiyeleri HMGA230 ve c-Myc31
onkogenlerinin mRNA'larim1 da inhibe ettikleri raporlanmistir [264]. Ug izoformu olan
miR-29 (MiR-29a, MiR-29b, mMiR-29¢), tiimor siipresor karakter sergileyen diger
mikroRNA'lar arasindadir. Mir-29 ailesini kronik lenfositik 16semi (KLL), akciger
kanseri, invaziv meme kanseri, akut miyleoid 16semi (AML) ve kolanjiyokarsinom
hiicrelerinde baskilayici aktivite gosterdigi one stiriilmiistiir [228, 264-270].

Baska bir mikroRNA, miR-143 bir¢ok histolojik tiimor tiirlerinde, anormal
bliylimeyi baskiladigi goriilmiistiir. B-hiicreli kanserler, meme, serviks, kolorektal,
mesane ve hipofiz tiimorlerinde, miR-143"in tiimor siipresor olarak gorev yaptigi rapor
edilmistir [270-275].
2.2.4.2. Onkogenik mikroRNA’lar

Onkogenik miRNA'lar birgok kanser tliriinde kontrolsiiz biiylimeye sebep olup,
antiapoptotik fonksiyon gostermektedir. miR-155 bulunan ilk onkogenik miRNA'lardan
biri olarak, protein kodlamayan BIC (B cell Integration Cluster) geni ile beraber
eksprese edilir ve hedef mRNA's1 tam olarak belirlenememistir. Ancak yapilan bazi
calismalarda, miR-155'in B hiicreli lenfoma, meme, pankreas, akciger ve Hodgkin
lenfoma gibi kanserlerde yiiksek ekspresiyon sergiledigi gosterilmistir [228, 235, 268,
276-278]. Baska bir onkogen fonksiyonu gosteren mikroRNA, miR-21'dir. MiR-21'in
AML, KLL gibi hematolojik malignite ve bir¢ok solid tiimdrler, pankreas, prostat,
mide, kolon, akciger, meme ve karaciger kanseri gibi fakli kanser tiirlerinde yiiksek
seviyede ifadesi rapor edilmistir [241, 267, 269, 279, 280] aym1 zamanda miR-21,
invazyon ve metastaz olaylarinda énemli rolii saptanmistir. MiR-17-92 gibi kanserlerde
asir1 eksprese edilen miRNA'lar, onkogenler olarak islev gorebilir ve tiimdr baskilayici
genleri, hiicre farklilasmasini veya apoptozu kontrol eden genleri negatif olarak

diizenleyerek kanser gelisimini tesvik edebilir. miR-17 ve miR-92 gen kiimesi, insan
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genomunda kromozom 13q31.3 bdlgesine yerlesmektedir. Alti adet miRNA (miR-17,
miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1, miR-92-1) kodlayan bu bdélge, expresyon
sonucu, proliferasyonu artis1 ve apoptoz inhibisyonu saglayarak ayni zamanda timor
anjiyogenezini tetikleyerek kanser gelisimine katki saglamaktadir [281, 282]. Akciger
gelisiminde, bagisiklik ve hematopoeitik sistemlerin diizenlenmesinde anahtar rol
oynayan bir bolge olmasi sebebiyle, miR-17-92 gen kiimesi hematolojik malignitelerde
ve ¢ok cesitli solid organ tiimorlerinde (meme, kolon, akciger, pankreas, prostat, mide
ve lenfomalar) de yiiksek seviyede ifadesi gergeklesmektedir. MiR-17-92 transgenik
farelerde yiiksek seviyede c-MYK onkogeninin ifadesine neden olarak B hiicreli
lenfomanin gelisiminde artirdigi gériilmustiir [281, 282].
2.2.5. MikroRNA’lar ve Uveal Melanoma

Uveal malign melanomda bugline kadar yapilan ¢alismalar sonucuna gore cesitli
mMiRNA’larin hastalikta yiikseldigi veya azaldigi ve bu hastalikta timor supresor veya
onkogen rolii aldig1 tartisilmigtir. Chen ve arkadaslari uveal malign melanom
hiicrelerinde miRNA-137 ekspresiyon seviyesinin azalmasim kesfettiler. MiR-137'nin
asir ifadesi, G1 / S faz gecisini bloke ederek hiicre proliferasyonunu 6nemli 6lgiide
inhibe edebilir. Ayn1 zamanda hedef gen taramasi ve biyoinformatik teknikleri
kullanarak, miR-137'nin potansiyel hedef genlerinin c-Met, CDK6 ve MITF oldugunu
buldular [132]. Baska bir ¢alisma, steroid reseptor koaktivatorlerinin (SRC'lerin) p160
ailesinin, ana diizenleyicisi oldugu ve kritik onkogenik rolii, tiimér biiylimesi, metastaz
ve ilag direncine katkist oldugunu ortaya koymustur. miR-137, SRC'lerin ifadesini

azaltabilir ve uveal melanomda hiicre proliferasyonunu baskilayabilir [283].

Li ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir calismada uveadaki melanositler ve uveal
melanoma hiicreleri iizerinde uveal melanositlerin aksine, uveal melanoma hiicrelerinin
daha diisiik bir miR-145 seviyesine sahip oldugunu buldular. miR-145, G1/ S fazlarinin
gecisini bloke ederek yukari diizenlemesi ve hiicre proliferasyonunu inhibe ve apoptozu
tesvik edebilir. miR145'in agir1 ifadeuna, hedef geni olan insiilin reseptorii substrati 1'in
(IRS-1) devrilmesine sebep olabilir [284]. Baska bir ¢alismada miR-144 ifadesinin hem
uveal melanoma dokularinda hem de hiicre hatlarinda (OCM-1A, MUM-2B, MUM-2C,
C918) azaldigm1 gosterdi. miR-144, c-Met aracili uveal melanoma hiicre
proliferasyonunu ve c-Met'in 3'-UTR bolgesi ile baglanma yoluyla invazyonu inhibe
edebilir [285].
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Venza ve meslektaglart miR-92a-3p nin uveal melanoma hiicre hatlarinda yukari
regiile edildigini ve apoptoza inhibitor etkisini buldular. Bu ¢alismada miR-92a-3p'nin
uveal melanomda onkogen rolii oldugunu ortaya koymuslar. MS-275 histon deasetilaz
inhibit6rii, miR-92a-3p'nin ifadesini azaltabilir ve miR-92a-3p'nin hedef geni olan MYC
Baglayici Protein 2'yi (MYCBP2) yukan diizenleyebilir. Boylece uveal melanoma'nin

programlanmis hiicre 6liimiine yol agabilir [286].

Yapilan bagka bir ¢alismada, uveal melanomda miR-181b'in tesvik edici etkisi
bildirildi [19]. Biyoinformatik teknikleri ve fonksiyonel analiz, miR-181b'nin, karboksi
terminal alan1 kiiciik fosfataz benzeri (CTDSPL) hedeflenerek hiicre dongiisii

ilerlemesini artirdigini ve onkogenik etkisini ileri siirdii.

MiR-296-3p bir timdr supresor olarak matriks metaloproteinaz (MMP) tizerinde
etkili ve tiimorlerin olusumu ve ilerlemesi ile yakindan ilgilidir. MMP-2 ve MMP-9'un
uveal melanoma anjiyogenezine ve metastaza etkisi kanitlanmistir. Wang ve digerleri,
uveal melanoma hiicrelerinde miR-296-3p, MMP-2 / MMP-9'u diizenleyerek hiicre
proliferasyon, go¢ ve invazyonunu baskilayabilecegini ve apoptozu uyarabilecegini

gosterdi [287].

Zhou ve arkadaglari, miR-20a'nin uveal melanomda onkojenik bir rol olarak islev
gordiigiinii kesfetti. miR-20a MUM-2B hiicrelerinde, invazyon ve go¢ dahil olmak
tizere hiicre hareketliliginde bir artisa neden olmustur [288]. Benzer sekilde miR-155,
uveal melanom hiicre proliferasyonunu tesvik ederek onkogenik bir 6zellik gosterdi
[20]. miR-454, PTEN tiimor baskilayici geni ilizerinde onkogenik etki ederek, kanser
hiicresi dongiisliniin diizenlenmesinde etkilidir ve uveal melanoma hiicrelerinin
proliferasyonu ve G1 / S gegisi yoluyla hiicre ilerlemesine sebep olabilir [21]. Baska bir
calismada, miR367, PTEN'i hedefleyerek, hiicre proliferasyon ve gé¢ dahil olmak iizere
onkogenik rolii gosterdi [289].

Li ve arkadaglari, uveal melanoma hiicrelerinde hedef geni PIK3R3/AKT3 olan
mMiR-224-5p’nin diisiik ifadesini gozlemlediler. Normal hiicrelerde miR-224-5p, timor
baskilayici rolii oldugu ve hiicre cogalmasi, go¢ ve invazyonu inhibe etmektedir [290].
Baska bir caligma miR-21 seviyesinin uveal melanoma hiicrelerinde, normal uveal
melanositlere kiyas, daha yiiksek oldugunu bildirdi. Bu ¢alismada miR-21 in onkogenik
rolii oldugu ispatlanmigtir [291].
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(EMT)

baskilayan miR-23a uveal melanoma hiicrelerinde azaldigi Wang Y. ve meslektaslari

tarafindan gozlemlenmistir. Bu durumda epitel hiicrelerinin hiicre adezyonunu

kaybederek mezenkimal hiicrelere doniismesi ve go¢ ve invazyon yetenegi kazanmasina

neden olmustur. Bu nedenle EMThmin tiimér metastazinin baglangicinda meydana

geldigi kanitlanmistir [292]. Bugiine kadar uveal melanoma'da dahil oldugu bildirilen

miRNA'larin listesi ve hastalikta goriilen rolii Tablo 2-4'de bulunmaktadir.

Tablo 2-4: Uveal melanom'da Onemli miRNA'lar

miRNA Hedef Gen ifadesi Mekanizma Numune Rol Kaynak
miR-137 c-Met, CDKG6, | Azalmig Proliferasyonu Hiicre  hatlar1 | Timor [132, 283]
MITF, p160 inhibe eder. (M17, M23, | baskilayici
SRCs SP6.5, OCM-1/
3, OMM1/1.3,
Mel202, 92.1)
miR-145 IRS-1 Artmig Proliferasyonu Doku ve hiicre | Timor [284]
inhibe ve | hatlart (OCM- | baskilayici
apoptozu tegvik | 1, MUM-2B)
eder.
miR-144 c-Met Azalmig Proliferasyon ve | Doku ve hiicre | Timér [285]
invazyonu hatlar1 (OCM- | baskilayici
inhibe eder. 1A, MUM-
2B/2C, C918)
miR-92a-3p MYCBP2 Artmis Apoptozu inhibe | Hiicre hatlar1 | Onkogen [286]
eder. (OCM-1/3,
92.1)
miR-181b CTDSPL Artmig Hiicre  sikliisii | Doku ve hiicre | Onkogen [19]
ilerlemesini hatlar1  (SP6.5,
tesvik eder. VUP, OCM-
/1A, MUM-
2B, 92.1)
miR-296-3p MMP-2, MMP-9 | Azalmis Proliferasyon, Doku ve hiicre | Timér [287]
g0¢ ve | hatlar1 (C918) baskilayict
invazyonu
inhibe ve

apoptozu tesvik

eder.
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miR-20a Not reported Artmis Proliferasyon, Doku ve hiicre | Onkogen [288]
g0¢ ve | hatlan (MUM-
invazyonu 2B/2C)
tesvik eder.
miR-155 NDFIP1 Artmis Proliferasyon ve | Doku ve hiicre | Onkogen [20]
invazyonu hatlari  (OCM-
tesvik eder. 1A, MUM-
2B/2C, C918)
miR-454 PTEN Artmis Proliferasyon, Doku ve hiicre | Onkogen [21]
invazyon ve | hatla1 (OCM-
klon yapilmas: | 1A, MUM-
ve hiicre sikliisii | 2B/2C, C918)
ilerlemesini
tesvik eder.
miR-367 PTEN Artmis Proliferasyon ve | Doku ve hiicre | Onkogen [289]
g0oci tegvik | hatlar
eder. (M17/23,
MUM2B,
C918)
miR-224-5p PIK3R3/AKT3 Azalmis Proliferasyon, Doku ve hiicre | Timor [290]
20¢ ve | hatlart (OCM- | baskilayict
invazyonu 1A)
inhibe eder.
miR-21 p53 Artmis Proliferasyon, In vivo | Onkogen [291]
g0¢ ve | (BALB/c) and
invazyonu hiicre  hatlan
tesvik eder. (OCM1A)
miR-23a Zebl Azalmig Hiicre  gdglinii | Hiicre Timor [292]
inhibe eder. hatlarinda baskilayici

(OCM-1)
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GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg¢
3.1.1. Materyal

Tez calismas1, Istanbul Universitesi, Tip Fakiiltesi, Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu 20.09.2019 tarih ve 16 sayili etik kurulu toplantis1 sonucu kabul edilmis ve
Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji Anabilim Dal1 ve Istanbul
Tip Fakiiltesi, GOz hastanesine bagvuran Uveal Melanoma hastalar1 {izerinde
gerceklestirilmistir. Calisma grubu Mart 2019 - Agustos 2019 aylar1 arasinda Istanbul
Universitesi, Goz hastanesi, poliklinigine basvuru yapan 72 uveal malign melanomlu
hasta ile hasta popiilasyonu ile yas ve cinsiyet olarak eslestirilmis, kendisinde ve ii¢
generasyon geriye doniik kanser hastaligi bulunmayan 72 saglikli kisiden olusan iki
farkli deney grubundan olusturulmustur. Calismaya dahil edilen tiim bireyler, periferik
kan ornekleri alinmadan 6nce c¢aligsma hakkinda bilgilendirilmis ve goniillii onam formu
imzalatildiktan sonra ¢aligmaya alinmistir.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Biocoll Separating Solution (Ficoll) [BIOCHROM]
Etilen-Diamin-Tetraasetikasit (EDTA),

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

Quick-cfRNA Serum and Plasma Kit [ZYMO RESEARCH]
ID3EAL cDNA Synthesis System [MIRXES]

ID3EAL miRNA gPCR Starter Kit [MIRXES]

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

-20 Derin Dondurucu ( Model: SANYO)

-80 Derin Dondurucu ( Model: SANYO)

Santrifiijler (Model: HERAUS, HETTICH, JOUAN)

Termal Dongii Cihazi ( Model: TECHNE)

Mikropipetler ( Model: GILSON)

Yatay Gel Elektroforez Tanklar1 ve Jel Dokme Sistemleri (Model: BRL)
Vorteks (Model: FINEPZR)

Distile Su Cihaz1 (Model: MILLIPORE)

Spektrofotometre NanoDrop 2000 (Model: THERMO SCIENTIFIC)
MIC Gergek-Zamanl PCR Cihaz1 (MIC qPCR)

Mikrodalga Firin (Model: ARCELIK)

Gel Dokiimantasyon Sistemi (Model: BRL)

Etiivler (37°C ve 56°C) (Model: NUVE)

HEREAUS ETUV ( Model: W.C. HERAEUS GMBH, HANAU )



Vakum Manifold (Model: Zymoresearch S7000)
Vakum pompasi (Model: Rocker 300)

Manyetik Karistirict (Model: NUVE)

3.1.4. Kullamilan Tampon ve Cozeltiler

10X PBS Tampon Cozeltisi 1 litre i¢in;

80 g NaCl

2 g KClI

11,5 g NazHPO4

2 g KH2POq4

10X BFB Yiikleme Tamponu 2 mL i¢in;

%1 SDS

5 mg Bromfenol Mavisi

2mL Gliserol

10X TEB (Tris-EDTA-Borik Asit) Tampon Co6zeltisi

0.88 M Borik Asit

5M Tris

0.02 M EDTA (pH :8.00) Etidyum Bromiir: 10 mg/mL 25
%1,5’lik Agaroz Hazirlanmasi

1,5 g Agaroz

100mL 0.5X TEB

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

10 mL 10X Lysis Buffer (ABM)
90 mL distile su
Buffer R.(100mL)

49 mL PBS

2 mL FBS

50 uL EDTA
Bilgisayar Programlari

IBM Support SPSS 21.0
3.2. Yontem

37

Calismada hasta ve saglikli kontrol grubundan alinan 10 mL periferik kan
orneklerinden EDTA 11 ve normal tiiplerde 6ncelikle plazma / serum ayrimi yapildi
sonrasinda lenfositler ayristirildi. Elde edilen serum / plazma 6rneklerinden total RNA
izole edildi. Bu RNA o6meklerinden Ters Transkriptaz yontemiyle hedef miRNA’lara
0zgli cDNA sentezlendi. Calismada hedef olan miR-155, miR-454 ve miR-181b
miRNA’lari, miRNA U6 referans geni ile birlikte hasta ve saglikli kontrol 6rneklerinde
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Gergek-Zamanli PZR yontemiyle ¢ogaltildi. Hasta ve saglikli kisilerden olusan kontrol
gruplar1 arasindaki miR-155, miR-454, miR-181b gen ifade diizeyleri, miR- U6 geni ile
karsilastirilarak belirlendi.

3.2.1. Periferik Kandan Serum / Plazma ve Lenfosit izolasyonu

Oncelikle normal tiiplerde alinan kan &rneginden santrifiij yardimryla serum ayristirild
ve -80 derece dondurucuya Total cell free RNA izolasyonunda kullanmak i¢in aktarildi.
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, Ust fazdan 1ml
plazma 6zel tiiplerde ayrildi ve -80 derece donrurucuya aktarildi.

Tiipte toplanmis olan lenfositler pastor pipet yardimiyla temiz bir tiipe aktarildu.

1910 RPM’de 10 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant dokiilerek pellet tizerine 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 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant dokiildii. Elde edilen hiicreler -80 derecede bir giin siireyle inkiibe edildi.
Son olarak kriyo tliplerdeki hiicreler uzun siireli saklanmak iizere azot tanklarina
kaldirildi.

3.2.2. RNA izolasyonu

Elde edilen serum / plazma 6rneklerinden RNA izole etmek i¢in ticari bir kit olan
Quick-cfRNA Serum and Plasma Kit [ZYMO RESEARCH] protokolii kullanildi. Kit
protokoliine gore RNA izolasyon islem basamaklari su sekildedir:

Azot tankindan ¢ikarilan 1ml serum / plazma {izerine 1ml Digestion Buffer ve 50 puL
proteinaz K eklendi ve ¢oziilene kadar pipetaj ve vorteks yapildi.

25ml tiip aktarildi ve vakum cihazina yerlestirildi.

Vacum cihazi ¢alistirildi ve tiipler bosalana kadar bekletildi.

Sonra 600 pL RNA prep buffer ilave edildi ve yine vakum cihaz tiipler bosalana kadar
calistirildi.

Spin-away filteri bir collection tiip yerlestirildi ve 2 dakika, bauffer tamamen ¢ikana
kadar bekletildi. Sonra mikrosantrifiije yerlestirildi.

12,000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi.

Sonra 200 pL RNA recovery buffer ilave edildi ve 3 dakika santrifiij yapildu.

300 pL etanol(%95-100) ilave edip, pipetaj yapip ve zymo-spin tubelerine yerlestirildi.
Santrifiij yapildi ve yeni tiiplere yerlestikten sonra 400 pL RNA preb buffer ilave edildi
ve yeniden santrifiij yaildi.

700 uL RNA wash buffer ilave edildi ve yine santrifiij yapildi ve filtreler yeni tiiplere
yerlestirildi ve yine 400 uL wash buffer ile yikandi. 2 dakika tiim buffer ¢ikana kadar
bekletildi ve temiz 1,5 mL’lik yeni bir santrifiij tiipline alindu.
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Son olarak 15 uLL DNaz/RNaz icermeyen steril distile su eklendi. 10,000 g’de 2 dakika
santrifiij edildi.

Elde edilen RNA’larin kontrolleri yapildiktan sonra birkag tiip boliinerek -80°C’de
saklandi.

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 varliina ve DNA bandinin
yokluguna bakilarak saglamlig1 belirlendi. Calismada arastirilmas1 gereken cell free
RNA lardan 6zel kitler ile miRNA larin kaliteli bir sekilde ilerlemesi ve bir sonraki
basamak olan cDNA sentezinin basarist igin yiliksek kalitede RNA kullanilmalidir. Bu
nedenle elde edilen RNA, degrade olmamis ve genomik DNA kontaminasyonu
icermemis olmasi gerekmektedir.

3.2.3.1. Agaroz Jel Hazirlanma asamasi

RNA 6rneklerinin agaroz jel elektoroforezi ile kalite kontrollerinin yapilmasi igin
% 1.5’luk agaroz jel hazirlandi. Agaroz jel yapilmasi i¢in belirlenen basamaklar
gerceklesti:

1,5 g agaroz 100 mL 0.5X TEB tamponu i¢inde koyuldu.

Bu karisim mikrodalga firinin sicaklik ve zaman kosulu ayarlandi ve karisim uygun
araliklarla karistirilarak kaynatildi.

Karigim homojen hale geldiginde, sicakligi 60°C’ye diisdiigiinde konsantrasyonu 10
mg/mL olan EtBr (Etidyum bromiir) ¢ozeltisinden 5 pL ilave edildi ve bdylece jel
sogutmaya hazir hale getirildi.

Jel, yirmi disli tarak yerlestirilmis jel tabagina dokiildii.

Jele arastirilan 6rneklerin yiiklenebilmesi i¢in polimerize olmasi beklendi. Jel
kullanilacag: ana kadar ya TBE tamponu i¢inde ya da strech filme sarilarak +4°C de
saklandi.

3.2.3.2. Orneklerin Agaroz Jele Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Elde edilen RNA’lardan 5 pL 6rnek, 1 pL 10X BFB (brom fenol mavisi) ile
karistirild1 ve jel lizerinde bulunan kuyucuklara yiiklendi. 150 volt akimda 3 cm kadar
yiiriitiildii ve UV altinda goriintiilendi.

3.2.4. RNA Konsantrasyon Ol¢mesi Asamasi

Elde edilen RNA’larin dl¢timleri NanoDrop 2000 Spektrofotometre (THERMO
SCIENTIFIC) cihazina &rneklerden 1 pL yiiklenerek yapildi. izole edilen RNA’nin
saflig1 ve konsantrasyonu A260/A280 nm dalga boylarindaki absorbans ile belirlendi.
Absorbansi 1.5-2.0 OD araliginda olan RNA’lar saf/uygun RNA 06rnegi olarak kabul
edildi. RNA’nin 260 nm’de vermis oldugu 1 OD’lik absorbans 40 pg RNA molekiiliine
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esittir. NanoDrop ile RNA konsantrasyonu o6l¢iiliirken 1 pL hacim yeterli oldugundan
RNA konsantrasyonu direkt olarak oOlgiilebilmekte ve RNA’nin sulandirilmasina gerek
kalmamaktadir. Buna gore NanoDrop ile olgiilen RNA’nin konsantrasyonu asagida
verildigi sekilde hesaplanir:

RNA konsantrasyonu (ug/mL)= ODA260 x Sulandirma Katsayisi (1) x 40 pg

Olgiimleri belirlenen RNA’larmn bir sonraki asamada yapilacak deneylerde
kullanilirken konsantrasyonlarinin esit olmasi1 gerekmektedir ve bunun ic¢in hasta ve
kontrol grublara ait RNA 0&rneklerinin konsantrasyonu 200 ng/uL olacak sekilde
sulandirilda.

3.2.5. cDNA Sentezi Asamasi

Gergek-Zamanli PCR reaksiyonu i¢in ticari bir kit olan ID3EAL cDNA Synthesis
System (MIRXES) yardimi ile miRNA spesifik Ters Transkriptaz enzimi kullanilarak
RNA’dan cDNA sentezi yapildi. cDNA reaksiyon bilesenleri cDNA reaksiyonunun
gerceklestirilecegi tiip icerisine sirastyla, kalip RNA (1 pg), ID3AL RT Buffer (5 puL),
ID3AL RT Primer (1 pL), ID3AL RT (revers transkriptaz) (1 pL) eklenerek pipetaj
yapild1 ve vortekslendi ardindan BioRad PCR cihazina yerlestirildi.

Reaksiyonlar bu asamada ve tiim islemler buz igerisinde gerceklestirildi. 20
puL’lik reaksiyon karisimi, Ters transkriptaz reaksiyonunun gerceklesmesi icin PCR
cihazinda inkiibe edildi. Ters transkriptaz reaksiyon inkiibasyonu tabloda anlatilan
sekilde gergeklestirildi: (Tablo 3-1)

Tablo 3-1: Ters Transkriptaz Reaksiyon Inkiibasyon Kosullari

Dongii Sicaklik (°C) Stire
1x inkiibasyon 42°C 30 dk
1x enzim aktivitesinin 95°C 5dk

Bu asamada elde edilen cDNA 6rnekleri -20 derecede saklandi.
3.2.6. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT qPCR)

Elde edilen cDNA’lar 1:10 oraninda distile su kullanilarak sulandirildi.
Sulandirilmis ¢cDNA’lar Real Time PCR Reaksiyonu: Mic qPCR igin {iretilmis 6zel
tiipler icerisine total hacim 20 pL olacak sekilde asagida verilen hacimde karistirildi:

10 uL ID3AL gqPCR Master Mix
2 uL ID3AL gPCR assays
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5 uL sulandirilmis cDNA
3 uL Niikleaz igermeyen distile su (dH20)

Mikropipet yardimiyla pipetaj yapildi ve ardindan vortekslendi. Sonrasinda
arastirdigimiz mikroRNA’larin anlatim diizeyleri MIC Gerg¢ek Zamanli PCR Cihazi
(MIC gPCR Cycler) kullanilarak analiz edildi (Sekil 3-1, 3-2, 3-3, 3-4).

Sekil 3-1: MICqPCR cihaz1 Sekil 3-2: MicgPCR tiipleri ve hazirlamasi

3-3: MicqPCR tiipleri yerlestirmesi Sekil 3-4: MicgPCR tiip koruyucusu yerlestirme sekli

Reaksiyon sirasinda ¢ogalan gen tirlinlerinin saptanabilmesi i¢in SYBR Green floresan
boyast kullanildi. Gergek zamanli PCR islemi sirasinda hedef gen ile referans gen
disinda bagka bir {irlinlin ¢ogalmadigindan ve primerlerin diizgiin baglandigindan emin
olabilmek i¢in PCR dongiisii sonuna “Erime Egrisi Analizi (Melting Curve Analysis)”
eklendi. Hastalarin Serum ve plazmasindan elde edilen cDNA ornekleri hedef ve
referans genlerine ait primerler kullanilarak yapilan gercek-zamanli PCR islemiyle hasta
gruplar ile saglikli kontroller arasinda var olan gen ifade degisiklikleri degerlendirildi.
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Gergek-zamanli PCR reaksiyon kosullar1 ve agamalar tablo igerisinde verilen sicaklik
ve siirelerde gerceklesti. (Tablo 3-2)

Tablo 3-2: Gergek-Zamanh PZR Reaksiyon Kosullari

Dongii Sayisi Sicaklik (°C) Siire

1x 95°C 10 dk
40° C 5dk

40x 95°C 10sn
60° C 30sn

gPCR ile Cogaltilan miRNA Molekiillerinin Analizi miR-155, miR-454 ve miR-
181b i¢in Mic qPCR’a yiiklenen hasta ve kontrol 6rneklerinin olusturdugu Real Time
PCR egrileri 6rnegi sekil 3-5 de ve Erime Egrisi (melting curve) egrisi o6rnegi sekil 3-6
de verilmistir. Her bir 6rnegin ifade seviyeleri CT (Threshold Cycle = Esik dongiisii)
degerindeki farkliliklara gore degerlendirildi.

Huoresence

Cycle Number

Sekil 3-5: miR-155 ifadesinin incelendigi 6rneklerin gercek zamanh PCR egrileri goriiniimii
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25

20

Fluoresence

75 20 a5 an a5
Temperature (°C)

Sekil 3-6: miR-155 ifadesinin incelendigi 6rneklerin erime egrileri goriintiisii
3.3. Degerlerin Hesaplanmasi ve istatistiksel Analizler
3.3.1. Degerlerin Hesaplanmasi

ACT ve AACT Degerlerinin Hesaplanmasi ifade seviyeleri CT degerleri
tizerinden, ACT ve AACT hesaplamalar1 yapilarak belirlendi.

ACT = CT(hedef gen)—CT(referans gen)
AACT = ACT(hedef gen)—) ACT(referans gen)
Bu degerlerin hesaplanmasindan sonra 2*-AACT degeri bulundu.

AACT degeri 0’a esit oldugundan ve 2°=1 ifadesinden dolay: referans degeri 1 olarak
kabul edildi. Referans degerine gore ifade diizeylerindeki artis veya azalis saptandi.

3.3.2. istatistiksel Analizler

Hasta ve saglikli gruba ait gen ifade diizeylerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi IBM Support SPSS (v21) programi kullanilarak gerceklestirildi. 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 gostermek amaci ile ROC (Reciever
Operator Characteristics Curve) analizi gergeklestirildi. Klinik verilerin kendi aralarinda
ikili karsilastirmalar1 §2 ile yapildi. Hastalarin sagkalim analizi Kaplan-Meier testi ile
incelendi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Bu calismada, 2019 yili, Mart-Agustos aylar1 arasinda Istanbul Universitesi, Gz
hastanesinden Onkoloji Enstitiisti, Kanser Genetigi boliimiine basvuran 72 uveal
melanomlu hasta ile kontrol grubu olarak hasta grubu ile yas, cinsiyet ve irk agisindan
eslestirilerek segilen 72 saglikli bireyin periferik kan oOrneklerinden elde edilen
Serumdan (Cell Free RNA) kullanilmistir. Sonuglar 72 uveal melanomlu hasta ile 72

saglikli kontrol {izerinden degerlendirilmistir.

Hastalarin yag ortalamasi1 54,68 (£13,69); saglikli kontrol grubunun yas ortalamasi ise
54,25 (£13,24), hastalarin tan1 yas1 dagilimi ise ortalama 48,19 (£12,97) seklindedir.
Gerek saglikli kisilerden olusan kontrol grubunda gerekse uveal melanomlu hasta
grubunda yas ortalamalar1 arasinda istatistiksel bir fark bulunmamakta, gruplar yas
acisindan benzer dagilmaktadir. Hasta ve kontrol grubuna ait demografik ve klinik

Ozellikler Tablo 4-1’de verilmistir.

Tablo 4-1: Hastalarin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Ozellikler Hasta Sayis1 ve Yiizdesi
Yas =<60 26 (%36,11)

>60 46 (%63,89)
Tani (Histolojik Tip) Iris Melanoma 7 (%9,72)

Siliyar Cisimler Melanoma | 1 (%1,39)

Koroid Melanoma 56 (%77,78)

Konjonktival Melanoma 3 (%4,17)

fris + Siliyar Cisimler 1 (%1,39)

Melanoma

Koroid + Siliyar Cisimler 4 (%5,55)

Melanoma

Evre Gruplamas1

Erken Evre (1,11)

38 (%52,77)

fleri Evre (111,IV) 34 (%47,23)
Metastaz Var 4 (%5,55)
Yok 68 (%94,45)
Riskli Meslek Var 31 (%43,06)
Yok 41 (%56,94)
Sekonder Primer Tumor Var 4 (%5,55)
Yok 68 (%94,45)
Siliyar Tutulumu Var 6 (%8,33)
Yok 66 (%91,67)
Sigara Kullanimi Kullaniyor 36 (%50,00)

Kullanmiyor

36 (%50,00)
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4-1. RNA Kalite Kontrolii

Serum’dan elde edilen RNA’larin kalitesinin degerlendirilmesi amaci ile agoroz jelde
yiiriitiilmesi islemi yapildi ardindan NanoDrop 2000 Spektrofotometre [ THERMO
SCIENTIFIC] cihazi ile yapilan 6l¢iim sonuglarina ait 6rnekler Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4-2: Orneklere Ait Nanodrop Ol¢iim Degerleri

Ornekler Niikleik Asit Birim A260/A280 A260/A230 Numune
Konsantrasyonu

1 74.8 ng/ 1.87 2,11 RNA
uL

2 80,4 ng/ 2,01 1,98 RNA
uL

3 64,8 ng/ 1,75 1,82 RNA
uL

4 92,0 ng/ 1,99 2,07 RNA
pL

4.2. Gergek-Zamanli PZR ve Analiz

Bu ¢alismada hasta ve kontrol grubuna ait periferik kan drneklerinden izole edilen cell
free RNA’lar, inceledigimiz miRNA’lara 6zgii cDNA’ya donustiiriildiikten sonra miR-
181b, miR-155, miR-454’in ifade diizeylerinin arastirilmasi amaciyla U6 referans geni
esliginde, gercek-zamanli PZR islemine tabi tutuldu. Her bir hasta ve kontrol grubuna
ait miR-181b, miR-155, miR-454 ve U6 gen ifadelerini gosteren ger¢ek-zamanli PZR
grafikleri sirasiyla Sekil 4-1, 4-2, 4-3, 4-4, 4-5, 4-6, 4-7, 4-8, 4-9, 4-10,4-11 ve 4-12°de
gosterilmektedir.

Gergek zamanli PZR ile ¢ogalan RNA’lar ¢ogaltildi ve saptanabilmesi icin SYBR
Green floresan boyast kullanildi. SYBR Green ozelligi yapilan PZR dizisinin
dogrulugunun ispatlamasinin yanmi sira, hedef ve referans genleri dis1 baska gen
cogalmadigini da ispatlamaktir. Bu nedenle erime egrisi analizi (melting curve analysis)
PZR dongiisiine eklendi.
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Sekil 4-1: Uveal Malign Melanomlu hasta ve saglikli kontrollere ait periferik kan 6rneklerinde incelenen
U6 referans geninin gergek-zamanli PZR egrileri
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Sekil 4-2: Uveal Malign Melanomlu hasta ve saglikli kontrollere ait periferik kan 6rneklerinde incelenen

U6 referans geninin erime egrileri
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Sekil 4-3: Uveal Malign Melanomlu hasta ve saglikli kontrollere ait periferik kan drneklerinde incelenen
U6 referans geninin erime egrisi analizi
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Sekil 4-4: Uveal Malign Melanomlu hasta ve saglikli kontrollere ait periferik kan 6rneklerinde incelenen
miR-181b’nin ger¢ek-zamanl PZR egrileri
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Sekil 4-5: Uveal Malign Melanomlu hasta ve saglikli kontrollere ait periferik kan 6rneklerinde incelenen
miR-181b’nin erime egrileri
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Sekil 4-6: Uveal Malign Melanomlu hasta ve saglikli kontrollere ait periferik kan 6rneklerinde incelenen
miR-181b’nin erime egrileri
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Sekil 4-7: Uveal Malign Melanomlu hasta ve saglikli kontrollere ait periferik kan dérneklerinde incelenen
miR-155’in gergek-zamanli PZR egrileri
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Sekil 4-8: Uveal Malign Melanomlu hasta ve saglikli kontrollere ait periferik kan 6rneklerinde incelenen
mMiR-155’in erime egrileri
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Sekil 4-9: Uveal Malign Melanomlu hasta ve saglikli kontrollere ait periferik kan 6rneklerinde incelenen

miR-155’in erime egrisi analizi
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Sekil 4-10: Uveal Malign Melanomlu hasta ve saglikli kontrollere ait periferik kan 6rneklerinde incelenen

miR-454"{in gergek-zamanli PZR egrileri
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Sekil 4-11: Uveal Malign Melanomlu hasta ve saglikli kontrollere ait periferik kan drneklerinde incelenen

mMiRNA-454 *{in erime egrileri
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Sekil 4-12: Uveal Malign Melanomlu hasta ve saglikli kontrollere ait periferik kan 6rneklerinde incelenen

MiRNA-454 *{in erime egrisi analizi
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mMiRNA ifadelerinin degerlendirilmesi i¢in (2-AAC T) formiilii kullanildi. Bu metoda
gore PZR sonuglar1 6nemli artis1 CT degerlerine gore hesaplandi. Bu yontem yardimu ile

hedef gen ile referans genin arasinda olan degisik ACT hasta ve kontrol grubu i¢in ayr1
ayri1 belirlendi. Ardindan her bir hasta 6rnegine ait ACT degerinden saglikli gruba ait
ortalama ACT degerinin hesaplanip ve her bir hasta 6rnegine ait AACT degeri bulundu.
Bu deger 2-AAC T formiile gore U6 gen ifadesi referans alinarak hasta grubuna ait miR-
181b, miR-155, miR-454’1in ifade diizeylerinin kontrol grubuna goére ne kadar oranda
artt1g1 ya da azaldig belirlendi ve Tablo 4-3 de hasta grubuna ait degerler verilmistir.

ACT= CT (hedef gen) — CT (referans gen)

AACT= ACT (hasta) - ACT (saglikli kontrol)ort

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

Tablo 4-3: miR-181b, miR-155, miR-454’1in ifade diizeyleri

Hasta | miR-181b | miR-155 | miR-454 | Hasta | miR-181b | miR-155 | miR-454
No. 2 -AACT 2-AACT | 2-ACT | No. 2 -AACT 2 -ACT 2 -ACT
1 34,53 35,75 22,16 37 0,56 0,39 0,22

2 16,56 19,97 17,15 38 0,82 0,38 0,55

3 11,31 10,55 3,81 39 3,38 1,53 2,73

4 2,21 2,15 1,41 40 19,29 9,32 3,38

5 49,52 14,02 10,48 41 6,96 13,18 6,23

6 77,70 123,63 71,51 42 2,41 2,49 9,85

7 19,29 29,65 23,92 43 22,47 24,93 2,25

8 37,27 58,89 53,82 44 4,00 4,47 0,44

9 21,11 20,39 13,36 45 22,47 17,88 5,03
10 16,44 12,64 5,50 46 5,85 6,50 1,81
11 4,28 3,38 1,78 47 3,07 1,85 0,52
12 0,06 19,83 9,06 48 4,02 3,12 5,31
13 0,01 70,03 28,64 49 40,22 24,08 10,70
14 28,05 20,11 8,57 50 148,05 121,09 66,26
15 54,56 48,50 49,87 51 2,82 3,97 1,26
16 8,81 9,57 4,11 52 0,81 0,81 0,15
17 16,22 14,82 6,50 53 20,67 16,79 8,00
18 9,06 5,09 1,80 54 12,04 12,38 4,76
19 1,02 1,45 0,64 55 20,25 28,44 12,73
20 8,51 12,04 4,86 56 341 3,36 0,99
21 9,91 19,56 8,81 57 4,50 4,96 1,83
22 1,22 1,79 2,64 58 25,10 18,00 5,86
23 4,50 1,77 2,89 59 88,03 274,37 122,78
24 2,11 1,28 2,83 60 34,53 36,50 11,79
25 7,94 4,62 1,38 61 7,67 1,70 1,78
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26 2,86 2,77 7,73 62 47,17 33,13 14,42
27 67,64 34,53 10,48 63 13,08 10,93 3,94
28 28,24 4,75 9,58 64 4,82 5,86 1,35
29 6,77 2,63 1,81 65 6,77 6,27 1,73
30 0,90 0,30 0,38 66 1,38 1,67 0,31
31 0,37 0,44 0,12 67 52,34 68,59 60,13
32 0,75 0,67 0,85 68 13,54 8,94 3,25
33 2,75 2,80 2,77 69 20,39 24,76 13,55
34 4,65 1,84 0,97 70 14,92 23,92 12,38
35 9,18 10,70 8,00 71 26,90 17,51 18,76
36 3,27 0,70 0,76 72 10,19 7,57 3,48

Microsoft excel programi kullanilarak yapilan hesaplamalar uveal melanomlu

hastalarin, saglikli gruba gore ifade diizeylerindeki (2-AAC t) artig veya azalist belirten

grafikler Sekil 4-13 ve 4-14’de gosterilmektedir. Bu sonuglara gore hastalar, gen ifade
diizeyi bir olan saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda miR-181b 2-AAC t =9,25;
miR155%in 2-AAC t =7,67; miR-454"1in 2-AAC t =4,14 kat arttig1 saptanmistir.
Hastalarin Fold & Change (|[FC|>2) degeri gbz Oniine alindiginda, gen ifade

diizeylerinin 2 kattan fazla arttig1 gortilmiistiir.

miRNA ifade Diizeyleri

[EY
o
)

O =N W sy N D

g
7,67
S — 4I14 Seri 1
T T T 1

Kontrol

mMiRNA181b

mIRNA155

mMIRNA454

Sekil 4-13: Uveal Malign Melanomlu Hastalarin Saglikli Kontrol Gruba gére miRNA ifade Diizeyleri
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Sekil 4-14: Uveal Malign Melanomlu Hastalarn Saglikli Kontrol Gruba gére miRNA Ifade Diizeyleri

SPSS v21.0 programu ile yapilan istatistiksel analizlere gore; gruplar arasindaki
dagilimin normallik varsayimi Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro Wilk testleri ile
degerlendirildi. Normallik varsayimi sonuglarina 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.

Tablo 4-4: Tablo 4-4: Normallik Dagilim1 Testi

miRNA ifade Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk

diizeyler Grup

Statistic Df Sig. | Statistic | df Sig.
miR-181b | Hasta ve kontrol ,440 144 | ,000 ,579 144 | ,000
2 -AACT
miR-155 Hasta ve kontrol 444 144 | ,000 575 144 | ,000
2 -AACT
miR-454 Hasta ve kontrol 419 144 | ,000 ,602 144 | ,000
2 -AACT

Mann-Whitney U testi ile yapilan degerlendirmeye gore hasta ve kontrol gruplari
arasindaki 2-AACt degerleri baz almarak yapilan hesaplamalarda arastirdigimiz
miRNA’larmn ifade diizeylerinin hasta gruplarinda saglikli kontrollere gore istatistiksel
acidan anlamli (p< 0,05) oldugu goriildii. Her bir miRNA i¢in elde edilen p degerleri
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sirasiyla miR-1811b, p< 0,001; miR-155, p< 0,001 miR-454, p=0,005 oldugu belirlendi
(Tablo 4-5).

Tablo 4-5: Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda miRNA gen ifade diizeylerinin Mann-

Whitney U testi ile degerlendirilmesi.

miR-181b miR-155 miR-454
ifadesi ifadesi ifadesi
Mann-Whitney U 1584,000 1548,000 1728,000
\Wilcoxon W 4212,000 4176,000 4356,000
V4 -5,048 -5,262 -4,186
P Degeri< ,000 ,000 ,000

Yiiksek ifade diizeyi istatistiksel olarak anlamli ¢ikan miR-181b, miR-155, ve miR-454
molekiillerinin hedefledigi mRNA’lar1 baskiladig1 6zellige sahip ve bu miRNA lar
hedef genlerin aktivitisini baskilayarak onkogen rolii gosterdiler.

Uveal melanomali hastalarda miRNA-181b, miR-155 ve miR-454 ifade diizeyleri ile
hastalarin cinsiyeti, tan1 yaslari, klinik evreleri, tiimdr boyutu, metastaz durumu, cerrahi,
radyasyon ya da kemoterapi gibi tedavi segenekleri, herhangi bir riskli meslek gubunda
calisip calismadigi, sigara ve alkol kullanimi gibi degiskenler arasindaki iligki ayrica
Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir ve sonuglar Tablo 4-6, 4-7, 4-8, 4-9, 4-
10,4-11, 4-12, 4-13, 4-14, 4-15, 4-16, 4-17, 4-18 ve 4-19°de verilmistir.



Tablo 4-6: miR-181b ifade diizeyi ile timor lokasyonu iligkisi.
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miR-181b ifadesi Total p value
Timor Lokasyonu Azalis Artig Total
n(%) of total | n(%)of total | n (%)
Iris melanoma 1(%1,4) 6 (%8,3) 7 (%9,7)
Siliyar cisimler 0 (%0,00) 1(%1,4) 1(%1,4)
melanoma
Koroid melanoma 6 (%8,3) 50(%69,4) 56(%77,8)
Siliyar cisimler+iris 0 (%0,00) 1(%1,4) 1(%1,4)
melanoma
Siliyar cisimler+koroid 1 (%1,4) 3 (%4,2) 4 (%5,6)
melanoma
Konjonktivanin 0 (%0,00) 3 (%4,2) 3 (%4,2)
melanositik timorleri p=0,917
Total n (%) 7 (%11,1) 65 (%88,9) 72 (%100)




Tablo 4-7: miR-155 ifade diizeyi ile timar lokasyonu iliskisi.
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miR-155 Ifadesi Total p value
Tiimor Lokasyonu Azalis Artis Total
n(%) n(%) n (%)
[ris melanoma 0 (%0,00) 7 (%9,7) 7 (%9,7)
Siliyar cisimler 0 (%0,00) 1(%1.4) 1(%14)
melanoma
Koroid melanoma 6 (%8,3) 50 (%69,4) | 56 (%77,8)
Siliyar cisimler+iris 0 (%0,00) 1(%14) 1(%1,4)
melanoma
Siliyar cisimler+koroid 1(%1.4) 3 (%4.2) 4 (%5.6)
melanoma
Konjonktivanin 0 (%0,00) 3 (%4.2) 3 (%4.2)
melanositik timorleri
Total n (%) 7 (%9,7) 65 (%90,3) | 72(%100) p=0,794




Tablo 4-8: miR-454 ifade diizeyi ile timor lokasyonu iligkisi.
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MiR-454 Ifadesi Total p value
Tiimdr Lokasyonu Azalis Artis Total
n(%) n(%) n (%)
iris melanoma 0 (%0,00) 7(%9,7) 7 (%9,7)
Siliyar cisimler 0 (%0,00) 1(%1,4) 1 (%1,4)
melanoma
Koroid melanoma 12 (%16,7) 44 (%61,1) |56 (%77,8)
Siliyar cisimler+iris 0 (%0,00) 1 (%1,4) 1(%1,4)
melanoma
Siliyar cisimler+koroid 1(%1,4) 3 (%4,2) 4 (%5,6)
melanoma
Konjonktivanin 0 (%0,00) 3 (%4,2) 3 (%5,6)
melanositik tiimorleri
Total n (%) 13 (%18,1) 59 (%81,9) | 72 (%100) p=0,675




Tablo 4-9: miR-181b, miR-155 ve miR-454 ifade diizeyi tan1 yas ile ilgisi
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miR-181b Ifade Diizeyi

ifade Diizeyi Azalis

n (%)

Artis
n (%)

Total
n(%o)

Tam Yas Ortalama 48 + 12 (11-73)

<60 7(%9,7)  52(%722) 59 (%8L,9)

>60 1(%L,4) 12 (%16,7) 13 (%18,1)

Total n (%) 8(%11,1) 64 (%88,9) 72(%100) 0=0,667
miR-155 ifade Diizeyi

<60 6 (%83) 53 (%73.6) 59 (%81,9)

>60 1 (%1,4) 12 (%16,7) 13 (%18,1)

Total n (%) 7(%97) 65 (%90,3) 72(%100) 0=0,786
miR-454 ifade Diizeyi

<60 11 (%153) 48 (%66.7) 59 (%81,9)

>60 2 (%2,8) 11(%15,3) 13 (%18,1)

Total n (%) 13 (%18,1) 59 (%81,9) 72(%100) 0=0,784




Tablo 4-10: miR-181b, miR-155 ve miR-454 ifade diizeyi cinsiyet ile ilgisi
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miR-181b ifade Diizeyi

ifade Diizeyi Azals Artis Total
n (%) n (%) n(%o)

Cinsiyet

Kadimn 22 (%15,3) 54 (%42,4) 76 (%52,8)

Erkek 22 (%15,3) 46 (%22,9) 68 (%47,2)

Total n (%) 44 (%34,7) 83 (%65,3) 144(%100) p=0,659
miR-155 ifade Diizeyi

Kadin 23 (%16,0) 53 (%36,8) 76 (%52,8)

Erkek 20 (%13,9) 48 (%33,3) 68 (%47,2)

Total n (%) 43 (9%29,9) 101 (%70,1) 144(%100) p=0,912
miR-454 ifade Diizeyi

Kadin 26 (%18,1) 50 (%34,7) 76 (%52,8)

Erkek 24 (%16,7) 44 (%30,6) 68 (%47,2)

Total n (%) 50 (%34,8) 94 (%65,3) 144(%100) p=0,892




Tablo 4-11: miR-181b, miR-155 ve miR-454 ifade diizeyi klinik evre ile ilgisi
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miR-181b ifade Diizeyi

ifade Diizeyi Azalis Artis Total
n (%) n (%) n(%o)

Evre

Stage 1-2 5 (%6,9) 33 (%45,8) 38 (%52,8)

Stage 3-4 3 (%4,2) 31 (%43,1) 34 (%47,2)

Total n (%) 8 (%11,1) 64 (%88,9) 72 (%100) p=0,562
miR-155 ifade Diizeyi

Stage 1-2 5 (%6,9) 33 (%45,8) 38 (%52,8)

Stage 3-4 2 (%2,8) 32 (%44,4) 34 (%47,2)

Total n (%) 7 (%9,7) 65 (%90,2) 72(%100) p=0,302
miR-454 ifade Diizeyi

Stage 1-2 8 (%11,1) 30 (%41,7) 38 (%52,8)

Stage 3-4 5 (%6,9) 29 (%40,3) 34 (%47,2)

Total n (%) 13 (%18,1) 59 (%81,9) 72(%100) p=0,488




Tablo 4-12: miR-181b, miR-155 ve miR-454 ifade diizeyi timor cap ile ilgisi
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miR-181b ifade Diizeyi

ifade Diizeyi Azalig Artis Total
n (%) n (%) n(%o)

Tiimor cap1

<l2cm 5 (%6,9) 38 (%52,8) 43 (%59,7)

>12cm 3 (%4,2) 26 (%36,1) 29 (%40,3)

Total n(%o) 8 (%11,1) 44 (%88,9) 72(%100) p=0,866
miR-155 ifade Diizeyi

<l2cm 4 (%5,6) 39 (%54,2) 43 (%59,7)

>12cm 3(%4,2) 26 (%36,1) 29 (%40,3)

Total n(%) 7(%9,7) 65 (%90,3) 72 (%100) p=0,884
miR-454 ifade Diizeyi

<l2cm 6 (%8,4) 37 (%51,3) 43 (%59,7)

>12cm 7(%9,7) 22 (%30,6) 29 (%40,3)

Total n(%) 13 (%18,1) 59 (%81,9) 72 (%100) p=0,274




Tablo 4-13: miR-181b, miR-155 ve miR-454 ifade diizeyi metastaz varligi ile ilgisi
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miR-181b ifade Diizeyi

ifade Diizeyi Azals Artis Total
n (%) n (%) n(%o)

Metastaz

No 8 (%11,1) 60 (%83,3) 68 (%94,4)

Yes 0 (%0,00) 4 (%5,6) 4 (%5,6)

Total n(%o) 8 (%11,1) 64 (%88,9) 72 (%100) p=0,470
miR-155 ifade Diizeyi

No 7 (%9,7) 61 (%84,7) 68 (%94,4)

Yes 0 (%0,00) 4 (%5,6) 4 (%5,6)

Total n(%) 7 (%9,7) 65 (%90,3) 72 (%100) p=0,802
miR-454 ifade Diizeyi

No 13 (%18,1) 55 (%76,4) 68 (%94,4)

Yes 0 (%0,00) 4 (%5,6) 4 (%5,6)

Total n(%) 13(%18,1) 59 (%81,9) 72 (%100) p=0,337




Tablo 4-14: miR-181b ifade diizeyi tedavi se¢enekleri ile ilgisi
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miR-181b ifade Diizeyi

ifade Diizeyi Azalis Artis Total
n (%) n (%) n(%o)
Tedavi
Cerrahi
No 3 (%4,2) 23 (%31,9) 26 (%36,1)
Yes 5 (%6,9) 41 (%56,9) 46 (%63,9)
Total n(%) 8 (%11,1) 64 (%88,9) 72 (%2100) p=0,931
Radyasyon
No 2 (%2,8) 35(%48,6) 37 (%51,4)
Yes 6 (%8,3) 29 (9%40,3) 35 (%48,6)
Total n(%) 8(%11,1) 64 (%88,9) 72 (%100) p=0,116
Kemoterapi
No 8(%11,1) 62 (%86,1) 70 (%97,2)
Yes 0 (%0,00) 2 (%2,8) 2 (%2,8)
Total n(%) 8(%11,1) 64 (%88,9) 72 (%100) p=0,801




Tablo 4-15: miR-155 ifade diizeyi tedavi segenekleri ile ilgisi
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miR-155 ifade Diizeyi

ifade Diizeyi Azalhs Artis Total
n (%) n (%) n(%o)
Tedavi
Cerrahi
No 3 (%4,2) 23 (%31,9) 26 (%36,1)
Yes 4 (%5,6) 42 (%58,3) 46 (%63,9)
Total n(%o) 7 (%9,8) 65 (%90,2) 72(%100) p=0,648
Radyasyon
No 1(%1,4) 36 (%50,0) 37 (%51,4)
Yes 6 (%8,3) 29 (%40,3) 35 (%48,6)
Total n(%) 7 (%9,7) 65 (%90,3) 72 (%100) p=0,040
Kemoterapi
No 7(%9,7) 63 (%87,5) 70 (%97,2)
Yes 0(%0,00) 2 (%2,8) 2 (%2,8)
Total n(%o) 7(%9,7) 65 (%90,3) 72 (%100) p=0,826




Tablo 4-16: miR-454 ifade diizeyi tedavi segenekleri ile ilgisi
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miR-454 ifade Diizeyi

ifade Diizeyi Azalis Artis Total
n (%) n (%) n(%o)
Tedavi
Cerrahi
No 4 (%5,6) 22 (%30,6) 26 (%36,2)
Yes 9 (%12,5) 37 (%51,3) 46 (%63,8)
Total n(%) 13 (%18,1) 59 (%81,9) 72 (%2100) p=0,660
Radyasyon
No 5 (%6,9) 32 (%44,4) 37 (%51,4)
Yes 8 (%11,1) 27(%37,5) 35 (%48,6)
Total n(%) 13 (%18,1) 44 (%81,9) 72 (%100) p=0,306
Kemoterapi
No 13 (%18,1) 57 (%79,1) 70 (%97,2)
Yes 0 (%0,00) 2 (%2,8) 2 (%2,8)
Toplam n(%) 13 (%18,1) 59 (%81,9) 72 (%100) p=0,681




Tablo 4-17: miR-181b, miR-155 ve miR-454 ifade diizeyi riskli meslek ile ilgisi
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miR-181b ifade Diizeyi

ifade Diizeyi Azahs Artis Total
n (%) n (%) n(%o)
Riskli meslek grubu
No 3 (%4,2) 38 (%52,7) 41 (%58,9)
Yes 5 (%6,9) 26 (%36,1) 31 (%43,1)
Total n(%) 8 (%11,1) 64 (%88,9) 72 (%100) p=0,242
miR-155 Ifade Diizeyi
Riskli meslek grubu
No 4 (%5,6) 37 (%51,4) 41 (%56,9)
Yes 3(%4,2) 28 (%38,9) 31 (%43,1)
Total n(%o) 7(%9,7) 65 (%90,3) 72 (%100) p=0,991
miR-454 Ifade Diizeyi
Riskli meslek grubu
No 6 (%8,3) 35 (%48,6) 41 (%57,0)
Yes 7 (%9,7) 24 (%33,4) 31 (%43,0)
Total n(%) 13 (%18,0) 59 (%82,0) 72 (%100) p=0,389




Tablo 4-18: miR-181b, miR-155 ve miR-454 ifade diizeyi sigara kullanimu ile ilgisi
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miR-181b Ifade Diizeyi

ifade Diizeyi Azalis Artis Total
n (%) n (%) n(%o)
Sigara
No 2 (%2,8) 33 (%45,8) 35 (%48,6)
Yes 6 (%8,3) 31 (%43,1) 37 (%51,4)
Total n(%o) 8 (%11,1) 64 (%88,9) 72 (%100) p=0,159
miR-155 ifade Diizeyi
Sigara
No 2(%2,8) 33 (%45,8) 35 (%48,6)
Yes 5(%6,9) 32 (%44,5) 37 (%51,4)
Total n(%) 7(%9,7) 65 (%90,3) 72 (%100) p=0,268
miR-454 ifade Diizeyi
Sigara
No 2 (%2,8) 33 (%45,8) 35 (%48,6)
Yes 11 (%15,3) 26 (%36,1) 37 (%51,4)
Total n(%) 13 (%18,1) 59 (%81,9) 72 (%100) p=0,009




69

Tablo 4-19: miR-181b, miR-155 ve miR-454 ifade diizeyi alkol kullanimu ile ilgisi

miR-181b Ifade Diizeyi

ifade Diizeyi Azalis Artis Total
n (%) n (%) n(%o)
Alkol
No 7 (%9,7) 62 (%86,1) 69 (%95,8)
Yes 1(%1,4) 2 (%2,8) 3 (%4,2)
Total n(%) 8 (%11,1) 64 (%88,9) 72 (%100) p=0,214

miR-155 ifade Diizeyi

Alkol

No 6(%8,3) 63 (%87,5) 69 (%695,8)

Yes 1(%1,4) 2 (%28) 3 (%4,2)

Total n(%) 7(%9,7) 65 (%90,3) 72 (%100) p=0,161

miR-454 ifade Diizeyi

Alkol

No 11 (%15,3) 58 (%80,6) 69 (%95,8)

Yes 2 (%2,8) 1 (%1,4) 3 (%4,2)

Total n(%) 13 (%18,1) 59 (%81,9) 72 (%100) p=0,026

Statistiksel analizlere gore miR-155 radiyasyon tedavi se¢enegi ile P degeri 0,040
(<0,05) olarak, anlaml1 iliski gostermis ve ayrica miR-454 sigara ve alkol kullanimai ile
P degerleri sirasiyla 0,009 ve 0,026 (<0,05) olarak, anlaml1 iligki géstermistir. MiR-
181b, miR-155 ve miR-454 diger degiskenler ile anlamli iliski géstermemektedir.
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4.4. String Analiz

mMiRNA’larin hedef genleri “mirTarBase” ve “TargetScan” veri tabanlari kullanilarak
belirlendi ve ardindan hedef genlerin en cok ilgkili olan genler “STRING Analizi
(Protein-protein interaksiyon analizi)” ile ger¢eklestirildi. MiR-181b, miR-155 ve miR-
454 hedef genleri (Tablo 4-20), arasinda olasi anlamli etkilesim i¢in string analizi
yapildi. String analizi sonuglarina gére miR-181b’nin hedefledigi genler ve buna bagh
proteinler arasinda KRAS ve MAPKI1 protein etkilesimlerinin gii¢lii oldugu tespit edildi
(p< 0,05) (Sekil 4-15). Bu iki protein RAF/MAPK yolaginda islev yapmaktadir. Ayrica
MAPK1 ve MAPKS giiclii etkilesimi ve KRAS ve RALA proteinlerinin gii¢lii
baglantisida gdozden kagmamalidir. MiR-155 i¢in yapilan string analiz sonucu ise en
fazla etkilesim igerisinde olan molekiiller FOS ve ETS1 ve ayn1 zamanda CBL ile
RAPIB etkilesimi oldugu saptanmistir(p< 0,05) (Sekil 4-16). String analizi miR-454
hedef proteinleri i¢in en fazla etkilesimi MET ve HGF molekiilleri ve PTEN ve MDM4
molekiilleri arasinda oldugunu gosterdi. PTEN ve MDM4 signal iletisim yolunda
MDM2, FOXO ve TP53 proteinleri ile iligkili olduklar1 belirlenmektedir. Ayrica bu
analizde en yakin sekans benzerligi olan WNT1 ve WNT2B molekiillerinin de yakin
etkilesimde olduklar1 gosterildi (p< 0,05)(Sekil 4-17).

Tablo 4-20: ifade diizeyi artan miRNA'larin olas1 hedef molekiilleri

mMiRNA Dizi Hedef Molekiiller

miR-181b- | AACAUUCAUUGCUGUCGGUGGGU RALA, PTEN, KRAS,
o5p MAPK1, MAPKS8,AKT3

miR-155-5p | UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGUU | FOS, ETS1, TP53INP1,
MDM2, MYB, RAP1B,
CBL

miR-454-3p | UAGUGCAAUAUUGCUUAUAGGGU | MDM4, PTEN, WNTL,
WNT2B, MAPK1, MET,
HGF
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Sekil 4-15: miR-181b'nin hedef genleri igin yapilan string analizi (p-value: 0,000118).
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Sekil 4-16: miR-155'in hedef genleri i¢in yapilan string analizi (P-value: 0,000399).
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Sekil 4-17: miR-454"\n hedef genleri igin yapilan string analizi (P-value: 0,000129).
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4.5. ROC Analizi

Inceledigimiz miR-181b, miR-155 ve miR-454 molekiillerinin aday biyobelirtec olarak
tanisal performansini diger bir degisle uveal melanoma tanili hasta ve saglikli kontrol
grubunu ayirt edebilme giiciinii gosterebilmek amaci ile Reciever Operator
Characteristics (ROC) analizi gergeklestirildi. Sekil 4-15 ve Tablo 4-13’te verilen her
bir miRNA i¢in belirlenen ROC-AUC degerleri ve %95 CI (Giliven Araligi) sonuglari
yer almaktadir ve bu sonuglara gére uveal melanomali hastalarin tanisinda miRNA181b,
miRNA155 ve miRNA454 molekiillerinin tanisal giiciiniin istatistiksel olarak anlamli
oldugu saptanmistir (p=0,000). (Table 4-21)

Table 4-21: Uveal Melanomlu hasta ve saglikli grubun ayrilmasinda miRNA'larin ROC-
AUC degerleri.

mMIiRNASs ROC-AUC 95% ClI p value
miR-181b 0,859 0,796 - 0,922 ,000
miR-155 0,836 0,771 - 0,901 ,000
MiR-454 0,783 0,707 - 0,858 ,000
ROC Curve
e _,—,-—j Source of the Curve
I = expresyonmi
rr‘_";"':ll—r'_/(- —_— E:xﬁresic:nnlnigmi;I 215b
expresyonmiRMNA454
0,8 I —— Reference Line
—
= 0,6-
=
E |
1]
n 04—
0,2
oo T T T T
0,0 02 0.4 0,6 0.8 1,0

1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties.

Sekil 4-18: Uveal melanomlu ve saglikli kontrol gruplar arasindaki miR-181b, miR-155 ve miR-454 ROC
egrileri.
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TARTISMA

Uveal melanoma erigkinlerde en sik goriilen primer intraokiiler malignitedir ve
tim melanomlarin % 3-5'ini temsil eder [1,2]. Uvea yolu, kiirenin irisi, siliyer cismi ve
koroidi kapsayan pigmentli tabakasidir. Uveal primerlerden ziyade kutandz gibi
davranan ve yonetilen konjunktival ve adneksiyal melanomlar da bazen bunlara dahil
edilmektedir. Uveal melanoma en yaygin olarak koroid melanositlerinden (%85 - % 90)
ortaya ¢ikar, ancak ayni zamanda iris (% 3 - % 5) ve siliyer cisimden de (% 5 - % 8)
olusabilir [1,2].Ultraviyole radyasyona maruz kalmanin neoplazi riskini artirdigi teorisi
bazilar1 tarafindan kabul goérmekle beraber, kesin olarak kanitlanmamistir. Uveal
melanomada 6nemli histopatolojik faktorler olan, hiicre tipi, mitotik aktivite, timor
infiltre eden lenfositler (TIL'ler), ekstravaskiiler matris modeli, pigmentasyon derecesi
ve ekstreskleral uzanti prognoz igin belirleyici kriterler olarak sayilmaktadir [19]. Uveal
melanoma, klinik muayenede neredeyse % 100 dogrulukla potansiyel olarak teshis
edilebilmesine ragmen [21], birgok hastada tiimor gézden kagar veya yanlis teshis edilir
[6]. Erken teshisi engelleyen anatomik bir konumun yani sira siliyer cismin yiiksek
hareket kabiliyetine sahip oldugu varsayilmaktadir. Siliyer kasin kasilmalar1 nedeniyle,
cok sayida damar ve bu alanda kotli prognozlu ekstravaskiiler matriks paternlerinin
olusmasi, uveal melanoma'nin daha yiiksek metastatik potansiyeli ile iliskili olabilir [23,
24]. Iris kaynakli uveal melanoma, daha iyi prognozla iliskilidir, bu da iris tiimérlerin
daha kolay tespit edilebilmesinden ve sonug¢ olarak tedavinin ¢ok daha erken
uygulanmasindan  kaynaklanabilir. ~ Uveal —melanoma’nin  birincil  tedavisine
bakilmaksizin hastalarin yaklasik yarisinda metastaz gelisir [131], ayn1 zamanda yiiksek
oranda metastaz yapma eglimi olan bu kanser tiirli, hematojen oldugu i¢in % 90-95
oraninda metastaz karacigerde goriilmktedir. Primer timoriin kontroliinden yillar sonra
yeni uzak metastaz gelisiminin bir aciklamasi, dolasimdaki ilk tani1 anindaki tiimor
hiicrelerinin varligidir [132]. Baska bir deyisle, hastalik genellikle hastalarin % 50’sinde
timor teshisi sirasinda zaten yayilmig haldedir [74]. Bu nedenle hastalardan invaziv
olmayan veya minimal invaziv yontemlerle elde edilebilecek yiiksek hassasiyette
biyobelirteglerin kesfi hem t-erken tan1 hem de tedavi takibinde yararli olacaktir.
MikroRNAIlar, 19-22 nukleotid uzunlugunda, transkripsiyon sonrasi hedef mRNA’lara
etki eden kiigiik molekiillerdir. MiRNA genlerinin yarisindan fazlasinin kanserle iligkili

genomik bolgelerde veya hassas bolgelerde bulundugunu gosteren cesitli ¢aligmalar



76

bulunmaktadir. Kanser dokularindan elde edilen ve ¢ok sayida uveal malign melanoma
hiicre soyunda yapilan mikrodizni ifade verileri, anormal miRNA ifadesinin kanser
olusumu ve ilerlemesinde 6nemli oldugunu gostermistir. MiRNA'larin 16semi, lenfoma,
glioblastoma, meme, kolon, mide, akciger, prostat, tiroid, karaciger ve yumurtalik
kanseri dahil olmak tizere farkli bir¢ok kanser tiiriinde etkili oldugu ve kanser
olusumundan ve ilerleyisinden sorumlu oldugu bildirilmistir [180-198]. Bundan baska
birgok ¢alismada miRNA ifade profilleri ile miRNA’larin kanserlerde tan1 koymak igin,
Ozellikle mRNA’lara gore potansiyel olarak istiinolduklari gosterilmistir [193] ve
miRNAlarin  kanser smiflandirilmasi i¢in  6nemli biyobelirtegler oldugu One
stirilmektedir [249, 250]. Bir¢ok g¢alismada uveal melanoma da gosterilen anormal
ifade diizeyi, proliferasyon, invazyon ve metastaz ile yakindan iligkili oldugu
vurgulanmaktadir [19-21, 283-292]. Uveal malign melanomda bugiine kadar yapilan
calisma sonuglarina gore farkli miRNA’larin s6z konusu hastalikta yiikseldigi veya
azaldig1 ve duruma gore tlimor supresor veya onkogen olarak rol aldigi bildirilmistir.
Yapilan bir ¢alismada, uveal melanomda miR-181b'nin tesvik edici etkisi gosterilmistir
[240]. Biyoinformatik analizler, miR-181b'nin, karboksi terminal bolgesi kiiciik fosfataz
benzeri protein molekiiliinii (CTDSPL) hedeflenerek hiicre dongiisiiniin ilerleyisini
artirdigi ve buna bagli olarak onkogenik etki gosterdigi saptanmistir. Benzer sekilde
miR-155’in, uveal melanom hiicre proliferasyonunu tesvik ederek onkogenik bir 6zellik
gosterdigi anlasilmistir [243]. miR-454, PTEN timor baskilayict geni {izerinde
onkogenik etki yaparak, kanser hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde etkili olmakta ve
uveal melanoma hiicrelerinin proliferasyonu ile G1/S ge¢isi yoluyla hiicre ilerlemesine
sebep oldugu ileri siirilmistir [ 244]. miR-181 ailesine ait molekiillerin hiicre
dongiisiinde rol oynayarak, hiicre dongiisiinii negatif kontrol ettigi bilinmektedir. Bu
nedenle ila¢ hedefi olabilecek bir molekiil oldugu bildirilmistir [19]. Uveal malign
melanom hiicre hatlarinda yapilan, miR-155’in incelendigi ¢aligmalarda ise tiimor
dokusunda asir1 eksprese oldugu gosterilmis ve buna bagli olarak proliferasyon,
invazyon ve metastaz da rol oynayabilecegi ve terapdtik bir hedef olabilecegi ileri
stiriilmiistiir [20]. Ayn1 zamanda, miR-454’{in arastirildig1 calismada ise s6z konusu
miRNA molekiiliiniin direkt hedefinin PTEN geni oldugu gosterilmis ve tiimor
dokusunda ifadesi incelenmis ve miR-454’{in tiimor dokusunda asir1 anlatim yaptig1 ve

bu durumun hiicre proliferasyonu ve invazyonunda etkili oldugu bildirilmistir [21].
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Yukarida bahsi gegen 3 ¢alismadan yola ¢ikarak, bu tez ¢alismasi, Istanbul Universitesi,
Onkoloji Enstitiisii’nde, uveal melanomlu hasta ile kontrol grubu olarak hasta grubu ile
yas, cinsiyet ve 1k agisindan eslestirilerek, kendisinde ve ti¢ nesil geriye doniik kanser
hastaligt bulunmayan kontrol gurubu bireylerin periferik kan o6rneginden ayrilan
serumlarindan ayristirilan RNA (Cell Free RNA)’lar kullanilarak miR-181b, miR-155,

miR-454 ifade diizeyi incelenmistir.

Hastalarin yag ortalamasi1 54,68 (£13,69); saglikli kontrol grubunun yas ortalamasi ise
54,25 (£13,24), hastalarin tan1 yast dagilimi ise ortalama 48,19 (£12,97) seklindedir.
Gerek saglikli kisilerden olusan kontrol grubunda gerekse uveal melanomlu hasta
grubunda yas ortalamalar1 arasinda istatistiksel bir fark bulunmamakta, ve gruplar yas

acisindan benzer dagihim gostermektedir.

mMiRNA ifadelerinin degerlendirilmesi (2-AAC T) formiilii kullanarak, hastalarin, gen
ifade diizeyi bir olan saglikli kontrol grubu ile karsilagtirildiginda miR-181b 2-AAC t
=9,25; miR155’in 2-AAC t =7,67; miR-454’1lin 2-AAC t =4,14 kat artti§1 saptanmistir.
Hastalarin Fold & Change (JFC[=2) degeri goz Oniine alindiginda, gen ifade
diizeylerinin 2 kattan fazla arttigi goriilmiistiir. Bu bulgular, miR-181b, miR-155 ve

mMiR-454’{in tanisal ve prognostik dneme sahip olabilecegini diistindirmektedir.

SPSS v21.0 programinda yapilan analiz sonucu, Mann-Whitney U testi
degerlendirmesine goére hasta ve kontrol gruplar arasindaki 2-AACt degerleri baz
alinarak yapilan hesaplamalarda, arastirdigimiz miRNA’larin ifade diizeylerinin hasta
gruplarinda sagliklt kontrollere gore istatistiksel acidan anlamli (p< 0,05) oldugu
goriilmistiir. Her bir miRNA ig¢in elde edilen p degerleri sirasiyla miR-1811b, p< 0,001;
miR-155, p< 0,001 miR-454, p=0,005 olarak saptanmistir. Yiiksek ifade gosteren ve
istatistiksel olarak anlamli olan miR-181b, miR-155 ve miR-454 molekiillerinin
hedefledigi mRNA’lar1 baskiladigit ve bu miRNA’larin hedef genlerin aktivitisini
baskilayarak onkogen rolii gdsterdigini sonucuna varilmstir. Istatistiksel analizlere gore
mMiR-155lin radyasyon tedavisi almis olanlarda daha yiiksek oldugu goriilmistiir
(p=0,040 (<0,05)). miR-454 ifade diizeyi ile sigara ve alkol kullanimi arasinda ise
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sirasiyla p=0,009 ve P=0,026 (<0,05) olmak iizere anlamli iliskiler saptanmistir. miR-
181b, miR-155 ve miR-454 ile diger demografik ve klinik parametreler arasinda ise
anlaml bir iligski gosterilememistir. EK olarak miRNA’larin tanisal giiciinii belirlemek
amaci ile miR-181b, miR-155 ve miR-454 molekiillerinin aday biyobelirteg olarak
tanisal performansini diger bir deyisle uveal melanoma tanili hasta ve saglikli kontrol
grubunu ayirt edebilme giiclinii gosterebilmek amaci ile Reciever Operator
Characteristics (ROC) analizi kullanilarak yapilan hesaplamalarda miRNA-181b,
mMIRNA-155 ve miRNA-454 molekiillerinin tanisal giiciiniin istatistiksel olarak anlamli

oldugu goriilmiistiir (p=0,000).

Literatiirde, uveal malign melanomali hastalarin serumunda miR-181b, miR-155 ve
miR-454 ifade diizeylerini arastiran bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak s6z konusu
mMiRNA’larin uveal melanoma hiicre kiiltiiriinde ve miR-454 timor dokusundaki ifade
diizeyi artisi ve yiiksek anlatima sahip oldugu bildirilmistir [19-21]. Bu baglamda
calisma sonuglarimiz literatiir bulgular1 ile uyumlu olmakla beraber ¢alismamiz uveal
melanomlu hastalarin serumunda miR-181b, miR-155 ve miR-454 ifade diizeylerinin
arastirildigt ilk ¢alisma olarak sunulmaktadir. Bundan baska calismada saglikli kontrol
grubu ile karsilagtirilmanin yapilmis olmasi ve bu iliskinin istatistiksel anlamlilik
gostermesi, ilgili molekiillerin ROC analizinde biyobelirte¢ olma potansiyellerinin
yiiksek olarak saptanmasi Sebebi ile bahsi