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OZET

UYAROGLU G.Yiiksek Riskli Over Kanser Hastalarinda miR-27a-3p Duzeyinin
Arastirilmasi, Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitlisti, Temel Onkoloji ABD.,Yuiksek
Lisans Tezi,Istanbul, 2020.

Kadinlarin ¢ogunda yumurtalik kanseri tanisi, erken evrede asemptomatik olmasi ve yeterli

erken teshis tarama yontemlerinin bulunmamasi sebebiyle ileri evrede koyulmaktadir.
Yumurtalik kanserinin erken tanisi, tedavisi ve takibi i¢in hastaligin molekiiler patogenezinin
aciklanmasi gerekmektedir. Bu sayede yeni biyolojik belirteglere gereksinim duyulmaktadir.
MikroRNA'lar, posttranskripsiyonel seviyede gen ekspresyonunu diizenleyen kiigiik kodlayici
olmayan 18-25 niikleotid uzunlugunda bir RNA molekiilii sinifidir. Onkogenezde hiicre
cogalmasini, hiicre farklilagmasin1 ve onkogen veya timor baskilayici olarak apoptozu
duzenleyerek cok dnemli bir islevi oldugu gosterilmistir. Yumurtalik timori olusumunda ¢ok
sayida miRNA’nin iliskili oldugu gosterilmis ve bu mMiRNA genlerinin bazilarinin tani,
prognoz ve tedavi igin ideal hedefler olabilecegi gosterilmistir. Sunulan tez caligmasinda
grubumuz tarafindan daha Once yumurtalik kanseri agisindan 6nemli oldugu saptanan
miRNA’lar arasindan segilen miR-27a-3p’nin ekspresyon dlizeyi, yumurtalik kanserli hastalar
ile saglikli kisilerin periferik kaninda arastirildi. RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan
ekpresyon analizleri SPSS v21.0 programu kullanilarak istatiksel olarak degerlendirildi.
Mann-WhitneyU testi ve ROC analizi sonucunda saglikli kontroller ile yumurtalik kanserli
hasta gruplar1 arasinda ¢alisilmis olan MiRNA’nin belirgin bir farka sebep oldugu saptandi.
Yumurtalik kanserli hastalarda kontrol grubuna goére miR-27a-3p ekspresyonunun 1,95 kat
arttigr gosterildi ve bu artigin istatistiksel agidan anlamli (p<0,05) oldugu hesaplandi.
Literatirde, miR-27a-3p’nin yumurtalik kanseri dahil bircok kansere ait tumor dokusunda
asir1 eksprese edildigi bildirilmis olmakla beraber miR-27a-3p seviyesinin yumurtalik kanserli
vakalarin periferik dolasimdaki diizeyine ilisgkin bir bilgi bulunmamaktadir. Sunulan tez
calismamiz ile ilk kez yumurtalik kanserli vakalarin periferik dolasimda saglikli kotrollere
gbre miR-27a-3p ekspresyon seviyesinin artmis oldugu, s6z konusu molekilun biyolojik
belirte¢ olma potansiyeli oldugu belirlenmistir. Gelecekte yapilacak ¢alismalarla miR-27a-3p
ekspresyon dlizeyinin hastaligin tanisi ve tedavisinin izlenmesinde kullanmasi ile prognostik
oneminin de gosterilebilecegi diisliniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: miR-27a-3p, yumurtalik kanseri, biyobelirte¢, miRNA, periferik kan

Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No:34939
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ABSTRACT

Uyaroglu G.,Investigation of miR-27a-3p Level in High Risk Ovarian Cancer Patients
Istanbul University Health Sciences Institute, Institute of Health Science, Department of
Basic Oncology, Master Thesis, Istanbul,2020.

Most women are diagnosed with ovarian cancer at an advanced stage, as it is asymptomatic at
an early stage and lack of adequate early detection screening methods. Molecular
pathogenesis of the disease should be explained for early diagnosis, treatment and follow-up
of ovarian cancer. In this way, new biological markers are needed. MicroRNAs are a class of
small non-coding 18-25 nucleotides in length RNA molecules that regulate gene expression at
the posttranscriptional level. It has been shown to have a very important function in
oncogenesis by regulating cell proliferation, cell differentiation, and apoptosis as an oncogene
or tumor suppressor. A large number of miRNAs have been shown to be associated with
ovarian tumor genesis, and some of these miRNA genes have been shown to be ideal targets
for diagnosis, prognosis, and treatment. In the thesis study presented, the expression level of
miR-27a-3p selected among miRNAs previously determined by our group to be important for
ovarian cancer was investigated in the peripheral blood of ovarian cancer patients and healthy
individuals. Expression analyzes using RT-PCR technique were statistically evaluated using
SPSS v21.0 program. As a result of Mann-WhitneyU test and ROC analysis, it was
determined that miRNA, which was studied between healthy controls and ovarian cancer
patient groups, caused a significant difference. In ovarian cancer patients, miR-27a-3p
expression was shown to increase by 1.95 times compared to the control group, and this
increase was calculated to be statistically significant (p <0.05). In the literature, it has been
reported that miR-27a-3p is over-expressed in tumor tissue of many cancers, including
ovarian cancer, but there is no information about the level of miR-27a-3p in the peripheral
circulation of cases with ovarian cancer. By the presented thesis study, it was determined for
the first time that the cases with ovarian cancer increased the level of miR-27a-3p expression
in the peripheral circulation, and that the molecule in question has the potential to be a
biological marker. In future studies, it is thought that the prognostic significance can be
demonstrated by using the miR-27a-3p expression level in the diagnosis and treatment of the

disease.

Key Words: miR-27a-3p, ovarian cancer, biomarker, miRNA, peripheral blood

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No:
34939
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1. GIRIS VE AMAC

Yumurtalik kanseri 2018 yilinda GLOBOCAN verilerine gore diinya genelinde kadinlarda
en sik goriilen kanserler arasinda 7. siradadir [1]. Kanser nedeniyle 2018 yilinda 6len
hastalarin % 62,51 yumurtalik kanseri tanisini alan kisilerden olusmaktadir. Yumurtalik
kanseri kadinlarda siklikla menopozdan biraz Once ve menopoz sonrasinda teshis
edilmektedir [2]. Yumurtalik kanseri en sik goriilen jinekolojik malignitelerden olmakla
birlikte bu kanser tirinin smiflandirmas: koken aldigr hilicreye gore yapilmaktadir.
Yumurtalik kanserinin %90'indan fazlasini epitelyal hiicreli kanserler olusturur ve
epitelyal yumurtalik kanseri i¢in bes yillik sagkalim orant %42.9’dur. Diger hiicre
tiirlerinin karsinoma doniistiirme oranlart endometrioid karsinom (EC) %10, berrak
hicreli karsinom (CCC, Clear Cell Carcinoma) %10, musindz karsinom (MC) %3 ve
diisiik dereceli serdz karsinom (LGSC) <%35 olarak tespit edilmistir. Farkli timor
histotipleri kemoterapiye farkl tepkiler verir. Tedaviler ve stratejiler gelistirilmeye devam
etse de tedavinin basarili olmasi i¢in tek basma histopatolojik tani yeterli olmayabilir.
Ayrica yumurtalik kanseri erken evrede belirgin bir semptom géstermemekte ve nedenle
hastalarin %60'1indan fazlasinda yumurtalik kanseri teshisi koyuldugu anda karin bdolgesi
icinde veya uzak bolgelere metastazi gergeklesmis olmaktadir [3]. Yumurtalik kanseri
tedavisi genellikle cerrahi ve kemoterapiden olugmaktadir. Cerrahi ve platin bazlh
kemoterapi su anda standart yumurtalik kanseri tedavisi i¢in kullanilmakla beraber, daha
basaril bir tedavi i¢in yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi gereklidir. Clinkl yuksek
niiks oranlar1 ve niiksten sonra gelisen ilag direnci oranlari, bu hastaliktaki yiksek 6lim
oranlarmin en 6nemli nedenlerindendir [4]. Etkili bir yumurtalik kanseri tedavisi i¢in
yumurtalik kanserinin molekiiler patogenezinin agiklanmasi ve tedavinin takibinde ise
yarayan yeni molekiler biyomarkerlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Halen,
erken asamada yumurtalik kanserini tespit etmek icin klinik kullanimda kanitlanmis tek
bir biyobelirteg¢ mevcut degildir. Bu sorunu ¢6zmek i¢in, bilim insanlar1 yeni teknolojiler
kullanarak yumurtalik kanserinin erken tespiti i¢in yeni biyobelirte¢lerin tanimlanmasi
igin aragtirmalar yapmaktadir. Mikro-riboniikleik asitler (miRNA'lar) kisa (18-25
niikleotitler), evrimsel olarak korunmus, kodlayici olmayan RNA molekiilleri ailesine ait
endojen olarak eksprese edilen RNA'lardir. Her yil farkli organizmalarda binlerce yeni
miRNA kesfedilmekte ve miRbase'e gore, bugiine kadar 2500'den fazla islevsel olarak
farkli miRNA’nin oldugu bildirilmektedir. miRNA'lar, protein kodlayan mRNA'larinin
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stabilitesini ve translasyonunu, post-transkripsiyonel seviyede ise gen ekspresyonunu
duzenleyen ve bu nedenle hiicre béllinmesinin diizenlenmesi, farklilagsmasi, biiylimesi ve
apoptozisi gibi hemen hemen her normal biyolojik strecte yer alan kritik modulator
molekdllerdir. miRNA molekillerinin  nérodejeneratif, enflamatuvar, metabolik,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi bir¢cok patolojik durumda etkili olduklari
gosterilmistir. Yiizlerce miRNA'nin degismis ifadesi, kanserde timor gelisimi, invazyonu,
metastaz1 ve ila¢c direnci ile yakindan iligkilidir. miRNA'larin ekspresyon profili,
lokalizasyonu, tird ve evresi; normal ve kanserli dokular arasinda 6nemli 6lgiide farklidir.
Arastirmalar sonucu ortayan ¢ikan sonuglar diizensiz miRNA'larin oncomiR'ler
(onkojenik) veya timor baskilayicilar olarak islev gordiigiinii kanitlamaktadir.
mMiRNA'larin ekspresyon profili, farkli kanserlerin tani ve prognozu igin ilgili birer
molekiiler biyobelirteg olarak islev gorebilir [5]. miRNA ve kanser arasindaki ilk iliski
2002 yilinda Calin ve arkadaslarinin kronik lenfositik 16semi (CLL)’de yaptiklari
calismasinda miRNA'nin anormal ekspresyonu ile timor hiicreleri arasindaki
korelasyonun kesfedilmesiyle ortaya koyulmustur. miR-15'in ¢gogu CLL hiicresine dahil
oldugu bulunmus iken miR-16 ekspresyonu asagi regiile edilmistir. Bu nedenle miR-15 ve
MiR-16'nin, timoér baskilayici genler olarak bir rol oynayabilecegi ve hematolojik
timorlerin olusumu ile yakindan iliskili oldugu iddia edilmistir. Daha sonra, Kumar ve
arkadaslar1 let-7 familyast miRNA'larin ekspresyonunun kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanserinde 6nemli olglide azaldigini, boylece K-RAS geni icin gen Uzerindeki etkisini
zayiflattigini ve akciger kanserinin gelisimini destekledigini dogrulamistir [6]. Bu, let-7
familyast miRNA ailesinin, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde tiimor baskilayici
genler olarak etki ettigini gostermistir [7]. MIRNA ve yumurtalik kanseri iliskisini
arastiran bir ¢alismada yumurtalik kanseri hiicre hatlar1 ve yumurtalik kanseri timaor doku
orneklerinde miR-193b'nin ekspresyon seviyesi, kantitatif ger¢ek zamanli PCR (qRT-
PCR) kullanilarak degerlendirilmis, miR-193b ekspresyonunun, normal kontrollerle
karsilastirildiginda, yumurtalik kanseri hiicre hatlarinda ve timor dokularinda 6nemli
Olcide ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir. Yumurtalik kanserinde miR-193b'nin
azalmasi, diisiik ekspresyonu gostermesi kotii prognoz ile iliskili bulunmustur. Dokudaki
miR-193b’nin, yumurtalik kanseri i¢in potansiyel yeni bir biyolojik belirte¢ olabilecegi
bildirilmistir [8]. Su ana kadar birgok g¢alisma yapilmis olmasina ragmen, yumurtalik
kanserinin erken tan1 ve prognozunda kullanilabilecek bir¢ok aday molekiil olmasina
ragmen bu molekullerin ¢ogunun daha biiyiik hasta gruplarinda ve yumurtaligin selim

hastaliklarinda incelenerek dogrulanmasi yapilmamistir. Calismamizda 2012-2017 yillart



17
arasinda Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Kanser Genetigi poliklinigine rutin
tetkik icin basvurmus, rutin tetkikleri tamamlanmis ve kalan materyalinde arastirilma
yapilmasina izin vermis ve hasta onami alinmis kisilerin arta kalan lenfosit hiicrelerinde
miR-27a-3p molekllu saglikli kisiler ile karsilastirilarak arastirilmistir. Arastirilmasi
hedeflenen miR-27a-3p molekull yumurtalik kanseri tanisi almig 150 hasta ve hasta
populasyonu ile yas ve cinsiyet olarak eslestirilmis 100 saglikli kontrollin periferik kan
lenfositlerinde incelenmis, ve s6z konusu molekiiliin yumurtalik kanseri i¢in non-invaziv

biyomarker olup olmadig1 degerlendirilmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Kadin Ureme Organlar
Kadin iireme sistemi, dollenmeyi, hamileligi ve dogumu mimkiin kilan
anatomik yapidir. Biitiin bu sistem pelvis bolgesinde bulunur ve iireme islemine
katilan tiim organlari igerir. Kadin lireme sisteminde, i¢ ve dis organlar olmak lzere
iki unsur yer almaktadir. Hepsi birbiriyle iliskilidir ve her organin 6nemli bir rol
oynadig1 bir sistem olusturulmustur. Ureme sisteminin temel islevleri tireme hiicreleri
uretmek, dollenmeye izin vermek ve dollenmis hiicreleri tamamen gelisene kadar
korumak ve beslemek, boylece dogumun olugmasini saglamak seklinde siralanabilir.
Bir kadinin yumurtaliklarinda yiiz binlerce tireme hiicresi vardir. Cinsiyet
hormonlarinin {iretilmesi nedeniyle adet dongiisii ergenlik doneminde baslar.
Ergenlikten sonra her ay bir tireme hiicresi salinir. Eger bir Greme hucresi dollenirse
rahimde kalirsa yeni bir canlinin olusumu baslamis olur. Ureme hiicresi
dollenmemisse yumurtaliklardan salindiktan yaklasik iki hafta sonra kurur ve viicuttan
atilir. Bu durum kanla birlikte uterusun i¢ astarinin rahimden atilmasi seklinde
gerceklestirilir. Bu stre¢ menstural siklus ya da halk arasnda adet olarak bilinir. Bu

dongunun ilk meydana geldigi durum ise menars olarak adlandirilir.
Kadin Anatomisinin Olusumu

Kadin iireme organlari, dis ve i¢ genital organlar olmak iizere iki béliimde incelenir. ¢
genital organlar ovaryumlar, tuba uterinalar, uterus ve vajinadir. Dis genital organlar
ise mons pubis, klitoris, labium mindrler, labium majorlar, vestibil ve vestibiler
bezlerdir.

Kadin genital organlari, baglica dstrojen ve progesteronun etkisi altinda gelisir. Bu etki
intrauterin donemden baslar ve fertil ¢ag boyunca devam eder. Kadin hayatinin ileri
donemlerinde estrojen ve progesteron hormon seviyelerindeki diisme ile birlikte

genital sistemde atrofi olusur [9].


https://sagligabiradim.com/hayatta-kalmak-icin-aslinda-ihtiyac-duymadiginiz-7-organ/
https://benanneyim.com/bebekler/bebegimi-beslemek-icin-uyandirmali-miyim/
https://benanneyim.com/saglik/dogum-sonrasi-menstruasyon-hakkinda-bilmeniz-gerekenler/
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Sekil 2-1: Kadin Ureme Sistemi (uterus, fallop tiipleri, overler, serviks,
miyometriyum, endometriyum, perimetriyum, vajina)

Yumurtaliklar, erkekteki testislerin karsilig1 olarak kadinlarda yumurtalar1 ve steroid
hormonlar iireten organlardir. Eriskinde iki tarafli, ortalama 3,5 cm uzunlugunda, 2
cm genigliginde, 1,5 cm kalinliginda ve yaklasik 7 gram agirligindadir. Pembemsi gri
renktedir. Ligamentum overi suspenserium ve ligamentum overi proprium ile asili
duran ovaryumlar, pelvis boslugunda, iki yan duvarda asili duran Fossa Overika adli
cukura yerlesmis durumdadir. Yumurtaliklar baglarla uterusa baglanir. Dogurmamis
kadinlarda yumurtaliklar, Tuba Uterina’nin arka-asagi kisminda bulunur. Puberte
cagina kadar peritoneum ile tizeri ortiilii olup parlak ve diizglindur, daha sonra periton
yapisi degisir [10]. Ergenlikte her yumurtalikta yaklasik 300.000 primordiyal folikiil
bulunur. Menopoza kadar, her ay bunlarin 10-20 tanesi olgunlagsmaya baslar ve kadin
cinsiyet hormonlart olan Ostrojen ve progesteron salgilar. Bu hormonlar; basta
memeler, fallop tipleri, uterus ve vajina olmak Uzere bir ¢cok vicut dokusu Uzerine
etkisi vardir. Yumurtaliklar kadin cinsiyet hormonlarinin yani sira ¢ok az miktarda
erkeklik hormonu da dretir [11]. Ovaryumdan salgilanan hormonlar ikiye ayrilir.
Steroid hormonlar; 6strojen (follikiil hormonu) gelisen follikiillerin granilozum ve
teka interna hiicrelerinden salgilanir, Greme sistemi ve meme bezinin biyimesini ve
gelismesini saglar. Endometriumun proliferasyonunu saglar. Progesteron ise yeni

follikiil gelisimini ve ovulasyonu Onler. Korpus Luteum’dan salgilanir ve
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endometriyumu sekresyona ugratarak uterusun implantasyona hazirlanmasini saglar.
Protein yapidaki diger hormonlar; Relaksin, gebeligin ileri donemlerinde Korpus
Luteum’dan salgilanir. Gebelik siiresince myometriumun kasilmasini onler. Dogumda
servikal degisikliklere yardim eder. Bundan baska kadinlarda az miktarda testosteron
hormonu da bulunmaktadir. Testosteron kas, gii¢ ve enerjiyi duzenleyen bir
hormondur. Bu hormon olmadan, normalin Uzerindeki kas faaliyetinin
gerceklestirilmesi miimkiin olmamaktadir. Testosteron genellikle "erkek" hormonu
olarak goriilse de kadinlarda da ¢ok az miktarda da olsa bulunmaktadir. Amerikali
kadinlarin %4-7’sinin yumurtaliklarinda fazla diizeyde testosteron dretildigi ve buna
bagli olarak polikistik over sendromu (PCOS) olarak bilinen hastaligin gelistigi ve bu
olaymn kisirliga kadar farkl diizeylerde etki gosterdigi bildirilmistir [12-14].

2.2. Yumurtahk Kanseri Gelisimi ve Metastazi

Yumurtalik kanseri en 6liimeiil jinekolojik malignitedir. Yumurtalik kanseri, Amerika
Birlesik Devletleri'ndeki kadinlar arasinda besinci 6nde gelen kanser 6liim nedenidir.
2010 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde yumurtalik kanserinden yaklasik 21.880
yeni vaka ve 13.850 oliim meydana geldi. Son yillarda, yeni yumurtalik kanseri vakasi
yilda 100.000 kadm igin 11.7 ve Olim sayisi yilda 100.000 kadin i¢in 7.4 idi.
Ulkemizde ise GLOBOCAN 2018 verilerine gore 3.729 yeni yumurtalik vakasi ve
yumurtalik kanserinden olusan 6liimlerin sayisi 2.191 olarak rapor edilmistir [15].

Kadinlarin yaklasik % 1.3'0 yasamlar1 boyunca bir noktada yumurtalik kanseri teshisi
konacagi tahmin edilmektedir. Yumurtalik kanseri oranlar1 en yiiksek 55-64 yas arasi
kadinlarda goriilmektedir. Yumurtalik kanserinden dolayr ortalama 6liim yasi 70'tir.
Genellikle geg evrede teshis edilir. Oliimlerin ¢ogu ileri evre, yiiksek dereceli seréz
yumurtalik kanseri ile bagvuran hastalar arasinda gergeklesmektedir. Standart tedavi
cerrahiyi takiben platin-taksan’dan olusam kombine kemoterapi seklindedir.
Tedaviden sonra platin direncli olan bircok hastada hastalik niiks etmekte ve bu
nedenle toplam 5 yillik sag kalim orami %30 gibi son derece diisiik oranlarda
gergeklesmektedir. Yumurtalik kanseri vakalarinin ¢ogunlugu timdrin periton
bosluguna genis ¢apta yayilmasindan sonra teshis edilmektedir. Yumurtalik kanserinin
teshisi, karin rahatsizligi, siskinlik, gaz, bulanti ve idrar aciliyeti dahil olmak {izere
siklikla gastrointestinal problemlerle karigtirilan belirtilerdir. Yumurtalik kanseri,
rahim ve mesane (evre 2), karin (evre 3) veya periton boslugu (evre 4 ve sonrasi) gibi

diger pelvik organlara yayildiktan sonra tedavi etkinligi sinirli olmakta ve buna bagl
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olarak remisyon orami O6nemli Olgiide diismektedir. Yumurtalik kanseri vakalarinin
%70'inden fazlasinin ge¢ evrede teshis edilmesi bu hastaliktan 6liim oranlart diger
kanser tlrlerine gore daha ylksek olarak gerceklesmektedir [16] [17].

2.3. Yumurtahk Kanserinin Epidemiyolojisi
Diinyada her y1l 240.000 kadina yumurtalik kanseri teshisi koyulmakta ve bu kisilerin
150.000’1 bu hastaliktan hayatin1 kaybetmektedir. Yumurtalik kanseri kadinlarda en
sik goriilen kanserler arasinda yedinci sirada yer almaktadir ve tim kanserler birlikte
degerlendirildiginde tiim kanserler arasinda sekizinci sirada kanser 6liim nedeni olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Yumurtalik kanserinin bes yillik sag kalim oranlari %45'in
altindadir. Her ne kadar ortalama yas bir yas araliginda yiksek gelirli tlkelerde
kanserin yayilma orani diisse de bir¢ok diisiik ve orta gelirli iilkelerde yiikselmektedir.
Yumurtalik kanseri 40 yasin altindaki kadinlarda nadirdir ve bu yas grubundaki
kanserlerin ¢ogu germ (cinsiyet) hiicreli tiimorlerdir. 40 yasin iistiinde olan kadinlarda
ise %90'dan fazlasi epitelyal timorlerdir ve kanser riski yasla birlikte artmaktadir, 70'li
yaslarin sonu en fazla goriildiigli yas araligidir. Yumurtalik olarak siniflandirilmasina
ragmen yiiksek dereceli ser6z kanserlerin biiylik bir kisminin fallop tlipiinden
kaynaklandig diistiniilmektedir. Yumurtalik kanserinin belirlenmis yaslar araliginda
kabul edilmis insidans oranlar1 bati ve kuzey Avrupa'da ve kuzey Amerika'da yuksek
insidansa sahip (10-12 / 100.000 sirasiyla); en diisiik oranlar ise (3/100 000'in altinda)
Cin ve Afrika’da bulunmustur. Hastalik insidansinin yiiksek oranlarda goriildiigii
iilkelerde hastaligin goriilmek sikligi azalirken, hastalik insidansinin diisiik oldugu
tilkelerde ise hastalik goriilme sikhigmin git gide arttigi bildirilmektedir. Bu nedenle
glinimiizde tilkeler arasinda bildirilen farklar 30 yil dncesinde bildirilen farklara gore

gore daha az olarak karsimiza ¢ikmaktadir [18] [19].

2.4. Yumurtalik Kanserinin Alt Tipleri
Yumurtalik kanseri heterojendir. Birbirinden farkli epidemiyolojik 6zelliklere,
molekdler ozelliklere, klinik tanilara ve prognostik sonuglara sahip farkli histolojik alt
tiplerden olusur [20]. Yumurtalik kanserleri epitelyal, germ hiicresi ve oOzellesmis
stromal hiicre timorleri olmak Uzere U¢ ana grupta degerlendirilebilir. Yumurtalik
kanserlerinin biiyiik ¢ogunlugunu epitelyal yumurtalik kanseri (EOC) olusturmaktadir.
EOC Tip | ve Tip Il timorler olmak Uzere iki farkli histolojik alt tipte
degerlendirilmektedir. Tip I tiimorler disiik dereceli ser6z, miisindz, endometrioid,

berrak hiicreli karsinomlari igerir ve genellikle daha yavas biiylime egiliminde olan
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timorlerdir. Aksine, Tip II tiimorler yiiksek dereceli ve hizla ilerleyen hastaliklarla
karakterizedir. Yiiksek dereceli seroz yumurtalik karsinomu (HGSOC) tiim EOC'lerin
neredeyse %75'ini olusturan en yaygin Tip II tiimordiir. Bu karsinom ayni zamanda en
agresif seyirli olanlardan biridir. HGSOC'un erken tespiti icin etkili bir yéntem mevcut
degildir. Sonu¢ olarak kadinlarin ¢ogunda yumurtalik kanseri genellikle periton
boslugunda bulunan diger dokulara metastaz gergeklestiginde teshis edilir. Bununla
beraber bazen hastalik peritona yayildiginda dahi belirgin semptomlar vermemekte buna
baglh olarak ge¢ taniya ve kotii sag kalim oranina neden olmaktadir [21] [22]. Diisiik
dereceli ve ser6z EOC, tip I olarak siniflandirilir; bu tiir karsinomlar yavas biiyiir,
genellikle yumurtalikta uzun siire kalir ve pelvik muayene veya transvajinal ultrason ile
goriilebilecek diizeyde olduklarinda tespit edilmektedir. Bununla birlikte, tim serdz
kanserlerin sadece %10'unu olustururlar ve nispeten az sayida 6lime neden olurlar.
Buna karsilik, HGSC tiim yumurtalik kanserlerinin biiyiik ¢cogunlugunu olusturur ve
oliimle sonuglanmaktadir [23]. (Tablo 2-1)

YUMURTALIK
KANSERI
| ]
EPITELYAL GERM HUCRELI STROMAL/SEKS
TUMORLER (%90) TUMORLER KORD HUCRELI

TUMORLER
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EPIiTELYAL
YUMURTALIK
KANSERI
TIP TIP
1 2
1 1 1 1 1 1 1 1
Berrak Endometrioid Musindz Skuamoz Gegis Yiiksek Karigik epitelyal Farklilasmamis
hicreli karsinom karsinom | | karsinom hiicreli Dereceli stromal karsinom
karsinom karsinom Serbz karsinom
karsinom

Tablo 2-1: Yumurtahk Kanserinin Alt Tipleri [24].

2.5. Yumurtalik Kanserinde Genetik Degisiklikler
HGSC (EOC'nin % 70'ini olusturur); tipik olarak ileri asamada ortaya ¢ikan ve en
yaygin olarak papiller yapr goésteren en yaygin histotiptir. HGSC'ler papiller,
glandiiler, kat1 ve transiyonel olarak adlandirilan yapilar ile karakterizedir. TP53 gen
mutasyonu hemen hemen hepsinde bulunur (~% 97) ve BRCA1/2 kaybi siktir (germ
hattindaki  degisiklikler ve somatik degisiklikler dahil %30-45 oraninda
gorulmektedir). Endometriyal karsinomlar (EC) en yaygin formunun tipik histolojisi
(EOC'nin %10'u) genellikle glandiiler yapisi1 ve skuamoz farklilagsma ile erken evrede
ortaya ¢ikar. PTEN, CTNNB1, PIK3CA ve ARID1A genellikle EC'de mutasyona ugrar
ve tiimorler siklikla PR (Progesteron Reseptoril) ve TFF3 (Trefoil Faktorii 3) igin
immunohistokimyasal olarak pozitiflik gosterir. Ayrica siklikla diigiik asamada ortaya
cikan berrak hiicreli karsinom (CCC) (EOC'nin %10'u), tibulokistik, papiller veya
solid yapida meydana gelen berrak hiicrelerin bollugu ile tanimlanir. Bu kemoterapiye
direngli timorler genellikle HNF-1p eksprese eder ve siklikla PIK3CA ve ARID1A
genlerinde mutasyonlara sahiptirler. Musindz karsinoma (MC) tipik olarak goblet
hiicreleri ve hiicre i¢i miisin ile karakterize diisiik dereceli bir EOC'dir. Bu timor Ras-
yolag1 degisikliklerini barindirdigr bilinen nadir histotiptir ve EOC'nin % 2-4'Un0
olusturur. Son olarak, disiik dereceli serdz karsinoma (LGSC), EOC'nin % 2'sini

olusturur ve siklikla ileri asamada ortaya ¢ikar, diisiik dereceli niikleer atipi ve diistik
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mitotik aktivite ile tanimlanir. LGSC ile iliskili molekiiler degisiklikler arasinda BRAF
ve K-RAS mutasyonlar1 bulunur ve standart platin bazli kemoterapi genellikle bu
karsinoma icin etkisiz kabul edilir. Hem HGSC'lerin hem de LGSC'lerin baz1 ortiisen
ozellikleri yani sira bazi farkli immiinofenotipik 6zellikleri bulunmaktadir. Her iki
timor tipi de PAX8 (Paired-Box Geni 8) ve WT1 ekspresyonu ayrica Ostrojen
reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR) ekspresyonu bakimidan pozitiftir. pl16,
p53 ve Ki-67 immunohistokimyasal boyamalar faydalidir. Clnki HGSC'ler p16 ve
p53 icin yaygin boyanma ve yiiksek Ki-67 proliferasyon indeksi gosterirken, LGSC'ler
pl6 icin diizensiz boyama, p53 i¢in yabanil tip boyama ve dusiik Ki-67 proliferasyon
indeksi gosterir. Ileri derece yumurtalik kanseri olan hastalarin ¢ogu cerrahi miidahale
ve adjuvan tedavinin tamamlanmasindan sonraki ilk veya ikinci yil i¢inde niiks eder.
Son ilacin alinmas: ile tlimor niiksii arasindaki zaman aralig1 6 ay: asarsa, niiks edilen
tlimoriin platine duyarli oldugu distiniiliir. Platin ADP riboz polimeraz inhibitorleri
(PARPi) artik platin tedavisine yanit veren tekrarlayan EOC hastalar1 i¢in bir idame
tedavisi olarak dnerilmektedir. Ek olarak PARPI, birka¢ kemoterapi rejiminden sonra
BRCA1 / 2-mutasyonu var olan EOC'li kadinlara da uygulanmaktadir. CA-125,
epitelyal yumurtalik kanserlerinin %80'inde asir1 eksprese edilen yiiksek molekiiler
agirlikli (5 milyon Dalton) agir glikozile transmembran masinidir (MUC16). CA-125,
hlcre zarmin hemen digindan ayrilir ve daha sonra yumurtalik kanserinin tedavisinin
yanitin1  izlemek i¢in klinik olarak biyobelirte¢ saglayan ¢ift determinant
immiinoanalizlerle tespit edilebilen viicut sivilarina dokiilir. Daha 6zel analizler
gelistirilirken, tedaviye yanit genellikle CA-125 degerlerinde yar1 yariya azalma ile
iliskilendirilirken, CA-125'in iki katina ¢ikmasi ilag¢ direncini ve hastaligin ilerlemesini
gosterir. Primer kemoterapi sonrasi hastalarda CA-125'in sirekli yikselmesi, rezidiel
hastaligin kaliciligini %90 oraninda dogru bir sekilde tahmin etmektedir. Bununla
birlikte, CA-125 birincil tedavi sirasinda normale donebilir. CA-125 oldukca
spesifiktir, ancak primer tedaviye tam bir yanit1 izlemek i¢in optimal olarak duyarl
degildir [25] [26] [27] [28] [29] [30]. (Tablo 2-2).
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DUSUK YUKSEK MUSINOZ ENDOMETRIiOID BERRAK
DERECELI DERECELI KARSINOM KARSINOM HUCRELI
SEROZ SEROZ KARSINOM
KARSINOM KARSINOM

PREVALANS <%5 %70 %2-3 %10 %5-10

GEN KRAS, TP53, KRAS, HER2 ARID1A,  PTEN, ARIDIA,

DEGISIKLIKLERI BRAF, BRCA1/2 CTNNB1, PIK3CA, PIK3CA,
ERBB2, PPP2R1A ZNF217
PIK3CA

IMMUNO CK7+, CK7+, CK20, CK7+, CK7+, PAX8+, napsin A+,

FENOTIP WT1+, PAX8+, CK20-, ER-, CK20-, WT1- WT1-, p53-,

DEGISIKLIKLER ER+ WT1+ PR-, WT1- ER-

Tablo 2-2: Yumurtalk Kanserindeki Genetik Degisiklikler [31] [32].

2.6. Evreleme
Bilgisayarli Tomografi (BT) taramalarimin hastaligin karin igine yayilmasini bir
dereceye kadar tanimlayabilmesinden dolayr yumurtalik, fallop tiipii ve peritoneal
kanserler cerrahi olarak evrelenmektedir. Operatif bulgular hastanin kesin histolojik
tanisini, evresini ve prognozunu belirler. Tleri evre hastaligi olan hastalarda, cerrahi
miidahaleden 6nce kemoterapinin baglatilmast uygun olabilir ve bu durumlarda
neoadjuvan kemoterapiye baslamadan 6nce taninin histolojik veya sitolojik olarak
dogrulanmasi gerekir. Gogiis radyografileri plevral eflizyonlar igin bir tarama gorevi
gorebilir. Uzak metastazlar nadir oldugu i¢in semptomatik olmadik¢a diger radyolojik
degerlendirmelere gerek yoktur. Serum CA-125 seviyeleri kemoterapiye yaniti
belirlemede yararli olabilir ancak evrelemeye katkida bulunmazlar. Giincellenmis
FIGO evreleme sistemi, yumurtalik, fallop tiipii ve periton kanseri i¢in siniflandirmay1
birlestirir. Esas olarak evreleme sistemi cerrahi arastirmalarla elde edilen bulgulara
dayanmaktadir. Tablo 2-3’te yumurtalik, fallop tiipii ve periton kanseri i¢in 2014
FIGO evreleme siniflandirmasi gosterilmektedir. Tabloda Uluslararast Kanser
Kontrolii Birligi (UICC) TNM siniflandirmasi ise i¢indeki esdegerlerle birlikte

sunulmaktadir.
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FIGO (2014)
EVRE I: Tumor overler veya fallop tupleri ile stmirhdir.
EVRE IA: Tumor tek over veya fallop tiptnde simirl, yiizeyinde tiimor yok, kapsiil bozulmamus,
assit s1vis1 veya peritoneal yikanti stvisinda tiimor hiicresi yok
EVRE IB: Tumor her iki overde veya fallop tiipiinde sinirli, diger ozellikler Evre IA ile ayni.
EVRE IC: Tiimér tek veya her iki overle sinirh. Ancak;
IC1: Cerrahi swrasinda sa¢cilma
IC2: Cerrahi dncesi kapsul rtpturi veya over/ fallop tip ylzeyinde timaor
IC3: Assit veya peritoneal yikama sivisinda malign hiicre pozitifligi
EVRE II: Tiimér, primer peritoneal kanser veya pelvik yayilimi olan bir veya iki yumurtahk/ fallop
tupunu igerir.
EVRE IIA: Uterus ve/veya fallop tiiplerine ve overlere yayihm
EVRE IIB: Diger pelvik intraperitoneal dokulara yayilhm
EVRE III: Pelvis dis1 yayilim; peritoneal implant ve/veya retroperitoneal lenf nodlarina metastaz
EVRE I11A: Pelvis dis1 mikroskopik metastaz ve/veya retroperitoneal lenf nodu tutulumu
I11AL: Yalnizca retroperitoneal lenf nod tutulumu
I1TAL(i): Metastaz, maksimum 10 mm
I11AL(ii): Metastaz, 10 mmden buyuk
111A2: Mikroskopik pelvis disi yayitlim ve/veya retroperitoneal lenf nodu tutulumu
EVRE 111B: Makroskopik pelvis dis1 peritoneal metastaz <2cm ve/veya retroperitoneal lenf nodu
tutulumu (dalak veya karaciger kapsiiliine yayitlim dahil).
EVRE 111C: Makroskopik pelvis dis1 peritoneal metastaz >2cm ve/veya retroperitoneal lenf nodu
tutulumu (dalak veya karaciger kapsiiliine yaytlum dahil).
EVRE 1V: Peritoneal metastaz dis1 uzak metastaz
EVRE IVA: Pozitif plevral eflizyon
EVRE IVB: Dalak ve/veya karaciger parankim metastazi, abdomen disi organlara metastaz (inguinal
lenf nodu ve abdomen disi lenf nodlart tutulumu dahil)

Tablo 2-3: Yumurtalik Kanserinin FIGO Evreleme Sistemi [33] [34]

2.7. Risk Faktorleri
Risk faktorleri ikiye ayrilir; genetik risk faktorleri ve diger risk faktorleri seklindedir.

2.7.1. Genetik Risk Faktorleri
Ailesel genetik sendromlar, yumurtalik kanserlerinin yaklagik %10 ila %212'sini
olusturan bilinen en glcli risk faktorleridir. BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlari,
yumurtalik kanseri vakalarmin yaklasik %10'unda yer alir ve kalitsal polipozis
olmayan kolorektal kanser (Lynch sendromu) vakalarimin %2 ila %3'Unde
gordlmektedir. Tablo 2-4’te yumurtalik kanseri ve diger nadir genetik sendromlarin
genetik  ozellikleriyle beraber kansere doniisme riskleri  listelenmektedir.
BRCAI1/BRCA2 tiimor baskilayict gen mutasyonlari, 300 ila 800 kadindan birini
etkileyen kalitsal meme ve yumurtalik kanseri sendromunun nedenidir ancak
Ashkenazi Yahudileri arasindaki prevalansi: 50'de birden daha yiksek olabilmektedir.

Asir1  gonadotropin salgilanmasi, stirekli yumurtlama, Ostrojen ve progesteron
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dengesizligi kanser gelisimini tetikleyen faktorler arasindadir. Ureme fonksiyonlar
yumurtalik kanseri riskini etkiler. Bir kadinin yumurtaliklarinin drettigi hormonlar
olan Gstrojen ve progesteron yumurtalik kanserini etkileyen risk faktorleri arasinda yer
almaktadir. Endometriozis, polikistik over sendromu (PKOS) ve pelvik inflamatuar
hastalik (PID), yumurtalik kanserinin gelisimi ile dogru oranti gostermektedir [35].
Yumurtalik veya meme kanseri Oykiisii olan ailelerde, yumurtalik kanseri vakalarinin
yaklasik %90'mdan BRCA1/2 gen mutasyonlar: sorumludur. Omiir boyu yumurtalik
kanseri riski; BRCAl mutasyon tasiyicilarinda %40 ve BRCA2 mutasyon
tastyicilarinda  %18'dir.  Bununla birlikte, eksik penetrasyon nedeniyle, BRCA
tastyicilarinin %35 ila % 85'i yumurtalik kanseri gelistirmedigi gibi yaklasik olarak

%20 ila %30'u da asla meme kanseri gelistirmemektedir [36].

SENDROMLAR GEN MUTASYONLARI YUMURTALIK

KANSERI RiSKi
Kahtsal  Meme Ve BRCAL VE BRCA2 timdr BRCAL; %25-%65
AT Kanseri o\ rosorleri BRCAZ: %10-%30
Sendromu

Kalitsal Polipozis Olmayan MLH1, MLH3, MSH2, MSH6, %10
Kolorektal Kanseri (Lynch TGFBR2, PMS1 ve PMS2

Sendromu)
MUTYH Bagmh Polipozis MUTYH Tam bir veri yok
Peutz-Jeghers Sendromu STK11 Tam bir veri yok
PTEN Hamartom Tumoér PTEN Tam bir veri yok
Sendromu

Tablo 2-4: Yumurtalik Kanseri Riskinin Arttig1 Genetik Sendromlar
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2.7.2. Diger Risk Faktorleri

Yumurtalik kanseri vakalarinin sadece %10 ila %12'si genetik temeli oldugu i¢in
kansere yakalanmis olan kadinlarin ¢ogunun aile dykiisii yoktur. Epitelyal yumurtalik
kanserleri igin bilinen nongenetik risk faktorleri; artan yas, postmenopozal hormon
tedavisi (6zellikle bes yildan fazla) obezite ve kilo artis1 olarak siralanmaktadir. Diyet,
steroid olmayan antienflamatuar ilaglar, genital bdlgeye pudra maruziyeti, sigara
icmenin rolleri tartismalidir. Infertilite ilag tedavisinin etkisi ise hala belirsizdir.
Menars (ilk adet) ve menopoz yasi, oral kontraseptif kullanimi, hamilelik ve emzirme
gibi yumurtlamay1 azaltan faktorler, diisiik over kanseri riski ile iliskilendirilmistir.
Uzun siireli oral kontraseptif kullanim1 (dort yil veya daha fazla), BRCA mutasyon
tastyicilarinda  yumurtalik  kanseri  riskini  yaklagik %50 azaltir.  Depot
medroksiprogesteron (Depo-Provera) kullanimi, salpingektomi, tubal ligasyon ve
emzirmenin de riski azalttigi ortaya ¢ikmistir. Ancak risk olusturma agisindan
multiparite, ge¢ menars ve erken menopoz igin yeterli kanit bulunmamaktadir [37]
[38] [39].

2.8. MikroRNA ve KANSER

Kanserde mikroRNA diizensizligine iligskin ilk bulgular 2002'de, kronik lenfositik
16semide (KLL) sik¢a delesyona ugrayan 13914.3 bdlgesinde miR-15 ve miR-16
olarak adlandirilan iki mikroRNA dizisinin rapor edilmesiyle rapor edilmistir. Bu
miR-15/16 mikroRNA delesyonunun, anti-apoptotik BCL2 (B-hicreli lenfoma 2
geni)'yi hedef aldigi ve bu genin daha yuksek diizeyde ekspresyonuna neden olarak
etki gosterdigi bildirilmistir. GuUnumiizde microRNA'larin bilinen tim kanser
ozelliklerinin olusmasinda ve gelisimlerinin her asamasinda, kanserlerin farkli klinik

Ozellikler gostermesinde rol aldig tespit edilmistir [40].



TANI VE PROGNOZ REMISYON NUKS METASTAZ

| f N f

Prediktif/Prognostik Biyolojik Svilarda miRNA Tespiti Metastatik

Belirtegler Orn; birgok kanserde kanda miR-21 tespiti Sonuglarin Tahmini

Orn; meme kanserinde
miR-10b

Hastaligin alt tipini tanimlayan
miRNA'lar

Tahmini Tedavi Yaniti

rm; KML'de miR-451 miRNA'larin Gelecekte Kullaniimasi Hedeflenen Uygulama Alanlar

*Biyolojik sivilarda daha dogru tespit - idrar, CSF, kan

*Kigisellegtirilmis tedaviler igin daha kesin biyolojik belirtecler

*Daha fazla terépatik uygulama -- antisense, terdpatik miRNA verimi (nanopatikiiller, hiicre-
bazlilar, ekzozomlar), kombine terapiler
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Sekil 2-2: MikroRNA'larin Kanserin Klinik Yonetimindeki Etkisi [40].

2.8.1. MikroRNAlarin Biyolojik Ozellikleri
miRNA'lar kiguk, endojen olarak eksprese edilen, tek iplikgikli RNA'lardir. Uzunlugu
19 ila 25 nikleotit olan kodlamayan RNA'lar 70 ila 100 niikleotid sa¢ tokasi (hairpin)
pre-miRNA Onciislidiir. Son yillarda birgok aragtirma grubu yumurtalik kanserine
sebep olan yumurtalik timorgenezinde miRNA'larin  degisen ekspresyonunu
tanimlamis ve arastirmigtir. mMiRNAIar tespit, prognoz / tan1 ve tedavi i¢in yeni hedef
ve belirtecler olarak kullanilmaktadir. ilk olarak Caenorhabditis elagans’larda (Lee,
Feinbaum ve Ambros ark.1993) kesfedilen bu molekillerin her tlrli organizmada
mevcut oldugu ve yilksek oranda korundugu saptanmustir. Insanlarda, tek bir
miRNA'nin birkag diizine hatta yiizlerce mRNA hedefi bulunmaktadir. Biyoinformatik
analizler insan genomunda insan transkriptomunun yaklasik %60'm1 diizenleyebilen
yaklagik 1.000 miRNA oldugunu 6ngérmektedir. miRNA'larin, hemen hemen tim
biyolojik siire¢lerde, hiicresel gelisim kontrolii, regiilasyonu ve kanser de dahil olmak
tizere gesitli hastaliklarin gelismesinde korunmasi, yiiksek miktarda olmasi ve dokuya
ozgii ekspresyonlar1 nedeniyle ¢ok islevli oldugu bulunmustur. Insanlarda protein
kodlayan genlerin %60'indan fazlasinin, 3'-UTR bdlgelerinde miRNA baglanma
yerleri igerdigi tahmin edilmektedir. MiRBase veritabanina (www.mirbase.org) gore

insan genomunda 2500'den fazla olgun miRNA dizisi vardir. MiRNA'lar, hedef



30
mRNA'larin 3’-UTR'deki tamamlayici sekanslara baz ayristirma yoluyla aracilik
ederek transkript dengesizlesmesine, translasyonel baskiya veya her ikisine neden
olur. Son ¢alismalar, miRNA'larin protein kodlayan ekzonlar dahil olmak Uzere diger
bolgelere baglanarak gen ekspresyonunu modiile ettigini ve hatta memeli hiicrelerinde
gen ekspresyonunu indiikleyebildigini bildirmistir. Birgok c¢alismada mMIiRNA
diizensizliginin kanser dahil ¢esitli insan hastaliklarina yol agtigi bildirilmistir [41].
Daha sonra onkogenezde yer alan miRNA'lar, ekspresyon paternlerine ve
fonksiyonlarina bagli olarak tiimoér baskilayicilar  veya onkogenler olarak
smiflandirilmaktadir [42, 43].
mIiRNA birka¢ hedef genin mRNA'si1 spesifik olarak tanidigindan 3’-UTR bdlgeler
ile miRNA dizileri birbirlerini tamamlayic1 niteliktedir ve tamamlayici eslestirme
derecesi mRNA'min fonksiyonel 06zelliklerini  belirlemektedir. Genel olarak
tamamlayic1 bir ¢ift mMiIRNA eslestirildiginde, hedef genin mRNA's1 tanimlanir ve
islevsel hale getirilir; eger eslesme kismen tamamlayici ise hedef gen mRNA's1 inhibe

edilir [44] [45].

2.8.2. MikroRNA Biyogenezi
miRNA'larin sentezi ve islenmesi kendine 6zgiin sekilde yapilir. miRNA genleri insan
genomu boyunca bulunur ve intergenik veya intrajenik olabilir. miRNA genlerinin
cogu, bilinen protein kodlayan / kodlanmayan genlerin intronlar1 ve ekzonlarinin igine
gémilmis intrajenik bolgede veya translasyona tabi tutulmamis bolgede (UTR) ve
genomun tekrar bolgelerinde bulunur. miRNA genleri siklikla tek bir promotdrle
polististronik transkriptler olarak transkripte edilen kiimelerde bulunur ancak bazi
miRNA'lar kendi promotorleri ile monosistronik transkripsiyon ile sentez edilirler.
Intronik miRNA'lar konakg1 genlerin promotdriinii paylasirlar, daha sonra mRNA
transkriptine eklenir. Hucre nukleusu icinde miRNA genleri, ¢esitli polimeraz
faktorleri ile birlikte RNA polimeraz II tarafindan 1 kb'den daha uzun primer miRNA
transkripti (pri-miRNA) olarak kopyalanir. Uclarda bir veya daha fazla olgun
miRNA'y1, terminal halkasini ve tek iplik¢ikli RNA segmentlerini kodlayan lokal kok
halka yapilarindan olusur. S'ucu, 7-metil guanosin (m7G) basliklidir ve 3'ucu ise
poliadenilatlanmistir [46]. Bu pri-miRNA, mikroislemci kompleksi tarafindan taninir
ve ~70 nt uzunlugunda oncii miRNA'yt (miRNA 06ncesi) iiretmek iizere ayrilir.
Mikroislemci kompleksi, Drosha ve DGCRS8'den olusan minimal bir komplekstir.
Kompleks, DGCRS proteini tarafindan pri-miRNA transkriptini tanir; Drosha, pri-
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miRNA'y1, terminal dongiiye bagl apikal baglanti noktasi ile tek sarmalli RNA ve kok
dongli yapist arasindaki mevcut bazal baglanti arasindaki belirli bir bazal baglanti
noktasindan 11 bp sayarak ve apikal doniim noktasindan 22 bp uzak olacak sekilde
spesifik olarak ayirir. Dicer gibi Drosha’da RNA polimeraz III ailesine aittir ve ¢ift
sarmalli RNA (dsRNA) {izerinde etkili olan bir endoniikleaz sinifidir. Drosha, iki
RNA polimeraz III bolgesinden ve bir dsSRNA baglanma bolgesinden olusan bir isleme
merkezidir. Islem merkezi pri-miRNA'nin her iki ucunu da ayirir ve 3'ucunda iki
niikleotid yapiskan ug tiretir. DGCRS, yaklasik 90 bp'lik bir boyuta sahip nikleer ve
niikleolar benzeri bir proteindir ve pri-miRNA'y1 tanimak i¢in Drosha'ya baglanan iki
dsRNA baglayici alan icerir. DGCRS8'in ¢ekirdek bolgesi dimerlere aracilik etmek i¢in
heme baglanir ve pri-miRNA'nin islenmesi igin ferrik iyonlarla etkilesimi gerekir.
Mikroislemci tarafindan islendikten sonra, Exportin 5 (EXP5), sonraki islemler i¢in
hiicre zarindan sitoplazmaya pre-miRNA'y1 tasir. EXPS, i¢ bosluk yapisi tarafindan
tagsinan pozitif yiikiin, miRNA'nin negatif yikiiyle etkilestigi ve buna sikica
baglandigi, eldiven benzeri bir uzaysal yapi olusturmak i¢in GTP baglayic1 proteinle
(yani RanGTP) etkilesir. Son olarak, miRNA 6ncesi nukleer gdzenekten sitoplazmaya
tasinir. EXP5 geninin inhibisyonu, miRNA ekspresyon seviyesinin diismesine ve
cekirdegin 6n MIRNA birikiminin olmamasina yol agabilir bu da EXP5'in sadece
miRNA sentezi sirasinda pre-miRNA'min tagmmmasindan sorumlu olmadigini ayni
zamanda pre-miRNA'nin varliginin korunmasini da sagladigini gosterir. EXP5'e ek
olarak kanonik olmayan yolla sentezlenen pre-miRNA'lar1 tasimak igin yeterli olan
Exportin 1 (EXP1) gibi miRNA'larin tasinmasinda rol oynayan baska diizenleyici
faktorler de vardir. Sitoplazmada bulunan pre-miRNA kok-dongii yapisini ayirmak
icin Dicer tarafindan katlanir bu islemden daha sonra kiicik RNA-dimerlerinin
sitoplazmaya salinmasi takip eder. Olgunlasma agamasinda ayni zamanda, Once
mitojenle aktiflestirilmis protein kinaz (MAPK/ERK) sinyal yolundan gegen
transaktivasyon tepkisi RNA baglayict protein (TRBP) gibi Dicer isleminin
diizenlenmesinde diger diizenleyici faktorler de yer alir. miRNA yapim sentezi
dizenlemeden oOnce “HumanDicerl” enziminin aktivitesi de dizenlenmektedir.
mMiRNA biyogenezi kisaca; pri-miRNA'min olusmasi, c¢ekirdekten sitoplazmaya
gonderilmesi ve sitoplazmada kesilerek olgunlastirilmasi islemi seklide 6zetlenebilir
[47] [48] [49].
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Sekil 2-3: MiRNA Biyogenezinin Sematik Gosterimi [6].

2.8.3. Yumurtahk Kanseri Gelisiminde MiRNA Ifade Profilleri

Tiimorler, insanlarda ©nemli bir saglik sorunu ve Oliim nedenidir. Olusum
mekanizmalari, birgok timor tipinde mevcut olan metastaz ve rekirrens sergileyen
sayisiz etki faktorii ile karmagiktir. Ayrica birgok timorun tedavisi nispeten zordur ve
bu nedenle siirekli olarak tibbi arastirmanin odak noktasi ve meydan okumasi
olmustur. Son yillarda, miRNA'nin kesfi ile kanser aragtirmalari yeni bir boyut
kazanmugstir. Ozellikle cesitli miRNA'larm yumurtalik kanserinde farkli roller oynadig
gosterilmistir. Ornegin bazi miRNA'larin ekspresyonlarinin yumurtalik kanserini
inhibe ettigi ve bu miRNA’larin timoér baskilayict genlermis gibi davrandigi
goriilmistir. Bu durumun tam aksi olarak da diger bir grup miRNA'larn ise
yumurtalik kanserinde anormal sekilde eksprese edilerek kanserin gelismesi yoniinde
etki olusturdugu bildirilmistir [50]. Yumurtalik kanserinde farkli miRNA'larin
degisken ekspresyonu ve rolleri géz oniine alindiginda, yumurtalik kanserinin erken
teshisinde ve tedavi takibinde potansiyel biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
diistiniilmektedir.

Meme kanseri gibi birgok ¢alismada miRNA'lar ile yumurtalik kanseri arasindaki
iligkiyi bildirmistir. miRNA'larin diizensiz ekspresyonu, timor baskilayict genlerin
ekpresyonunun baskilar ve yumurtalik kanseri hiicrelerinin ¢gogalmasina, invazyonuna,
metastazina ve kemoterapiye karsi direng olusturmasina yol acan onkogenlerin asirt

anlatim yapmasina neden olur. Onkojenik miR-182 ekspresyonu, yuiksek dereceli
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yumurtalik tlimdrlerinde yukart regiile edilir, bu da BRCA1/HMGA2 yolunun
diizensizligini arttirarak kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina ve ilerlemesine neden olur.
miR-221-3p, epitelyal yumurtalik kanserinin ¢ogalmasini ve migrasyonunu
baskilamak i¢in ARF4'li hedefleyerek tiimor baskilayici rol oynar. Yiiksek miR-221-
3p ekspresyonuna sahip epitelyal over kanseri hastalar1 digerlerine gore daha uzun
stre hayatta kalmaktadir [51]. Yumurtalik kanserinde farkli miRNA'larin degisken
ekspresyonu ve rolleri géz oniine alindiginda yumurtalik kanserinin erken teshisi i¢in

daha spesifik molekdiler biyobelirteclerin gerekliligi anlasilmaktadir.

HIiSTOLOJIK ALT TiP EKSPRESYON ILISKILI miRNA’LAR
DUZEYI
Ser6z Karsinom ARTIS GOSTEREN miR-205, miR-429, miR-141, miR-

200c, miR-93, miR-16, miR-20a,
miR-21, miR-27a, miR-200a, miR-
200b, miR-200c

AZALIS GOSTEREN miR-320c, miR-383, let-7b, miR-
99a, miR-125b, miR-145, miR-100,
miR-31, miR-137, miR-132, miR-

26a
Epitelyal Yumurtahk ARTIS GOSTEREN miR-26, miR-26b, miR-103, miR-
Kanseri 182, miR-203
Hiicre Hatt1
AZALIS GOSTEREN miR-377, miR-432, miR-124a, miR-
436, let-7d
Berrak Hucreli Karsinom ARTIS GOSTEREN miR-93, miR-126, miR-338-3p,
miR-200a, miR-200c, miR-30a,
miR-141, miR-182-5p, miR-200a-
3p, miR-510
AZALIS GOSTEREN miR-383, miR-424-5p, miR-127,
miR-155, miR-99b
Endometriyum Karsinom ARTIS GOSTEREN miR-21, miR-29a, mMiR-92, miR-

30c1, miR-126

AZALIS GOSTEREN miR-342-3p, miR-181a-3p, miR-
450b-5p, miR-155, miR-127, miR-
99b

Tablo 2-5:Yumurtahk Kanserinin Farkh Histolojik Alt Tiplerinde Etkili Olan
MiRNA'lar [6].

2.8.4. Tiimér Baskilayic1 Role Sahip MicroRNA’lar
Normal sartlarda bir timdr baskilayici genin gorevi tiimoér olusumunu engellemektir.
Timoér baskilayict bir genin fonksiyonunun kaybi, mutasyonu bir onkojenin
aktiflesmesine ve dolayisyla kanserlesmeye neden olur. Tiimér baskilayict gen iiriini;
ornegin hiicre proliferasyonunu inhibe edebilir, hiicre farklilagmasini tesvik edebilir ve

/ veya hucre goc¢inl inhibe edebilir, boylece negatif bir duzenleyici rol oynayabilir.
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Ozellikle, tiimoér dokularindaki belirli miRNA'larin ekspresyon seviyeleri 6nemli
Olclide asagr regiile edilir bOylece tiimor baskilayict genler karakteristik 6zelliklerini
gostermis olurlar. 2002 yilinda Calin ve ark. ilk olarak kronik lenfositik 16semi (KLL)
caligmasinda miRNA'min anormal ekspresyonu ile tiimorlerin arasindaki iliskiyi
kesfetti. MiR-15'in ¢ogu KLL hiicresinde rol aldigini, buna karsihik miR-16
ekspresyonunun asagi regiile edildigini veya eksik oldugunu buldular. Bu nedenle
miR-15 ve mMIiR-16'nmin tiimoér baskilayict genler olarak rol oynayabilecegi ve
hematolojik tlimorlerin olusumu ile yakindan iliskili olabilecegi diistintilmiistiir.
Ardindan Kumar ve arkadaslar1 let-7 ailesi miRNA'larmin ekspresyonunun, kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanserinde Onemli oOlgiide azaldigini, bdylece K-RAS geni
uzerindeki bloke edici etkisinin zayifladigini ve akciger kanserinin olusumunu ve
gelisim siirecini tesvik ettigini dogruladi. Bu, let-7 miRNA ailesi ailesinin, kiguk
hlcreli olmayan akciger kanserinde tiimor baskilayict genler olarak da hareket ettigini

gostermistir [52].

2.8.5. Onkogen Roliinde MicroRNA’lar
Proto-onkogenler genellikle hiicre ¢ogalmasinda rol oynayan genlerdir ve normal
hicresel yasam aktivitelerini strdurmek igin gereklidir. Bir proto-onkojenin
ekspresyon {riinli, hiicrelerin normal biliylimesi, ¢ogalmasi, gelisimi ve
farklilagmasinda kesin bir diizenleyici rol oynar. Proto-onkogenlerin anormal yapilari
veya kontrolsiiz ekspresyonu, anormal hiicre davraniglarina ve tiimor olusumuna yol
acabilir. Timor dokularindaki belirli miRNA'larin ekspresyon seviyeleri, proto-
onkogenlerin Ozelliklerini sergileyerek 6nemli 6lciide yukari regiile edilir. Ayrica,
ekspresyonlarinin yukart dogru diizenlenmesi hiicrelerin habis blylmesine yol
acabilmektedir. Torio ve dig. yumurtalik kanseri dokularini degerlendirmek igin gen
cip teknolojisini kullandi ve miR-155 ekspresyonunun yukar1 regiile edildigini
bulmustur. MiR-155'in yiiksek ekspresyonu ayrica akciger kanseri olan hastalarda kot
prognoza yol agtigini 6ne siirmiistiir. Iyevleva ve dig. miR-21, miR-10b ve miR-31
ekspresyonunun meme kanserinde, meme kanserinin olusumu ve gelisimi ile yakindan
iliskili olarak farkli derecelere yiikseltildigini ve onkogenlerinkine benzer bir rol
oynadigini bulmustur. miR-103, kolorektal kanserli hastalarda metastaz ve koti
prognoz ile dogrudan iligkilidir. Martello ve dig. meme kanserli hastalarda yiiksek
mMiR-107 ekspresyon diizeylerinin hastanin diisiik sagkalim orani ile yakindan iligkili

oldugunu gostermistir. Sonrasinda miR-107 ekspresyonu mide, pankreas, kolorektal
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ve meme kanserleri gibi bir¢ok insan tiimoriinde 6énemli ol¢iide artmaktadir, bu da
kanserin gelismesinde ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigini diisiindiirmektedir.

2.8.6. Yumurtalik Kanseri Invazyonu ve Metastazinda MiRNA Roli
MiRNA'lar yumurtalik kanserinin invazyonu ve metastazini diizenler ve bu ylizden de
miRNA'nin anormal ekspresyonu yumurtalik kanserinin invazyonu ve metastazi ile
yakindan ilgilidir. TUumor hicrelerinin invazyonu ve metastazi, {i¢ asamaya ayrilabilir.
1.Timor hiicre biyokimyasi, morfolojisi ve gog¢ kabiliyetindeki degisiklikler (kok
hiicre benzeri 6zelliklerde ve go¢ diizenlerinde degisiklikler),
2.Metastaza aracilik eden yiizey reseptorleri,
3.Hedef organ cevresinde bir timor mikro-ortaminin olusumu, metastatik hiicrelerin
hayatta kalmasi ve ¢ogalmasina elverislidir.
Tiimor mikrogevresi, tiimorlerin gelisiminde 6nemli bir rol oynar. Hipoksisi, diisiik
pH'1 ve yiiksek basingli ortami, timér hiicrelerindeki biiyiime faktorleri, proteolitik
enzimler ve immiinoinflamatuar faktorler i¢in faydalidir. Metastaz, farklilasma, vb.
streclerde énemli bir etkiye sahiptir. MiRNA'nin anormal ifadesi, hiicre dis1 matrisi
diizenleyerek tumor invazyonunu ve metastaz yetenegini degistirebilir.

2.8.7. Kandaki MiRNA'lar (Total Kan, Serum, Plazma ve Eksozom)
Tiimor dokularindan alinan 6rneklerde tanimlanan tanisal miRNA belirtilerinin yani
sira, calismalar ayrica dolasimdaki miRNA'larin tanisal ve prognostik yararliligin
gostermistir. Aslinda, biyopsilerdeki ve timor Orneklerindeki miRNA'lar disinda
toplam kan serumu ve plazmasinda (tlkirik, idrar, anne sutl, seminal sivisi ve
gozyaslari gibi diger viicut sivilart da dahil olmak iizere) kanda 6nemli sayida kansere
bagli miRNA tespit edilebilir. Bununla birlikte, su anda bildigimiz, timér hiicreleri
tarafindan salinan kandaki miRNA'larin, timér hiicrelerinin bir dizi yan {iriinii olarak
hareket etmeyebilecegi goriisi vardir. Tiumérle salinan (tumor-released TR)
eksozomlarin, anjiyogenezi, hucre proliferasyonunu ve hiicre sagkalimini tesvik
edebilen ¢esitli tipte proteinler, mRNA ve miRNA'lar1 tasiyan hiicre i¢i aracilar olarak
islev gorebildigi ve sistemik olarak onkojenik bir nis olusmasina neden oldugu genis
capta tamimlanmistir. Son yapilan caligmalarda TR ekzomlar1 yoluyla kanserin
mikrogevresine katkida bulunan bir otokrin ve parakrin miRNA sinyal yolunun bir
paradigmasi onerilmistir. Ornegin, Skog ve arkadaslar1 ilk olarak EGFRvIII proteini
ve miR-21 kodlayan habercilerin glioblastomdan tiiretilmis eksozomlarda tasindigini
ve bu molekiillerin normal konakg¢i hiicreler tarafindan alinabilecegi ve kanser

hicrelerinin proliferasyonunu uyararak fonksiyonel sinyallere doniistiiriilebildigini
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bulmustur [53]. Ek olarak, Pigati ve meslektaslar1 kansere bagli miRNA'larin kanser
hicrelerine spesifik oldugunu dogruladilar; bu durum dolasimdaki miRNA'larin
molekdiler tumor markerleri olarak gorev alip, tespit edilmesini destekleyen bir bagka
olgudur. Malign hiicreler tarafindan tiretilen miR-451 ve miR-1246 kutlesinin 6zellikle
secici olarak kana salindigim1 gordiiler, ancak normal hiicreler tarafindan iiretilen bu
miRNA'larin ¢ogunun hiicre i¢i olarak tutuldugunu buldular. Bulgulari, miRNA'larin
kana ve diger biyolojik sivilara salinmasiin muhtemel oldugu ve bu durumun malign
transformasyonla degistirilebilecegine dair 06zel seg¢ici bir agiklama oldugunu
gostermistir [54]. Bu nedenle, kararli bir form ve yaygin olarak hormon benzeri
etkilerle dolasimdaki noninvaziv olarak saptanip kansere 0zgli miRNA'lar genis
Olgiide arastirilmistir. MiRNA’lar kanser hastalarini saglikli insanlardan etkili bir
sekilde ayirdig1, prognozunu 6ngérdiigli ve terapdtik yanitin izlenebildigini somut bir
sekilde ifade etmistir [55].

2.8.8. miRNA-27a-3p
MicroRNA-27a (miR-27a) kromozom 19'da bulunmaktadir. Pankreatik kanser, meme
kanseri, yumurtalik kanseri, 6zofagus kanseri, renal hiicreli karsinom, hepatoseliiler
karsinom ve glioma dahil olmak iizere bir¢ok tiimoér tipinde siklikla anormal eksprese
oldugu ve fonksiyonel rol oynadigi bulunmustur. Yapilan ¢aligmalar ayrica miR-
27anin gastrik kanser (GC-gastrik cancer) dokularinda yukari regiile edildigini ve
timor baskilayict genini inhibe ederek, malign davraniglart tesvik edebilecegini
gostermistir [56]. Bu durum miR-27a'nin ¢esitli kanser tiirlerinde diizensizligi kanserin
ortaya ¢ikmasinda ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigini diisiindiirmektedir. Zhou
ve arkadaslari, miR-27a-3p'nin BTG2'yi hedefleyerek mide kanserinde bir onkogen
olarak iglev gordigiini ortaya koymustur. miR-27, sFRP1'in transkripsiyon sonrasi
regilasyonu yoluyla osteoblast proliferasyonunda, apoptozunda ve farklilasmasinda da
onemli bir rol oynayabilir. EK olarak miR-27a/b komsu endotel hicrelerinin
ilerlemesini  kontrol eden anjiyogenez inhibitori SEMAGA'y1 hedefleyerek
anjiyogenezi arttirmistir [57]. miR-27a'nin 6zofagus yassi epitel hiicreli karsinom,
kolorektal kanser, akut 16semi, pankreas kanseri ve akciger adenokarsinomunda bir
tiimor baskilayict oldugu bildirilmistir. Onceki arastirmalar miR-27a kiimesinin TGF-
beta yolu tarafindan diizenlendigini gosterdi. Androjene bagimli prostat kanserinde ise
miR-27a'nin androjen reseptdr (AR) tarafindan yukari regiile edildigi bildirilmistir.
MiR-27a prostat kanserinde timor baskilayict olarak islev gormiistiir. MiR-27a'nin

asir1 ekspresyonu prostat kanseri hiicresinin proliferasyonunu ve invazyonunu azaltti.
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Bu olay prostat kanseri hiicre dongiisiiniin durmasini1 ve apoptozu indiiklemistir [58].
Bir onkogen olarak miR-27a ¢esitli kanser hiicresi ¢ogalmasi ve gelisimi igin temel bir
molekiil olmustur. MiR-27a'nin son yapilan c¢alismalarda yumurtalik kanserinin
ilerlemesinde bir onkogen olarak islev gordiigiinii gostermektedir. Yapilan ¢aligsmada
yumurtalik kanserindeki FOXO1 geninin (Forkhead Box O1 (FOXOL1), endotelyal
hiicrelerin ¢ogalmasinin temel bir diizenleyicisidir ve ¢esitli hiicresel islemlerde bir
timor baskilayict olarak islev goriir.) miR-27a-3p'nin potansiyel bir hedefi olabilecegi
diistintilmustiir. FOXO1 ve miR-27a-3p ekspresyonu arasinda negatif bir korelasyon
var oldugu ¢ikmistir. Belirtilen sonuclar FOXO1'in hiicre Uzerindeki koruyucu etkisini
gostermistir. Tam anlamiyla agiklamak gerekirse, daha yiiksek FOXO1 ekspresyonu
olan hastalarda genel sagkalim daha uzun sireli olmustur. miR-27a-3p'nin onkojenik
roliniin timor baskilayict FOXOLl'in islevinin inhibe edilmesiyle ortaya ¢iktigi
diistiniilmiistiir. Calisgmada yapilan kotransfeksiyon deneyleri, miR-27a'nin FOXO1
ekspresyonunu diizenleyerek muhtemel malign bir faktér oldugunu gostermistir [59].
Bir diger calismada miR-27a ekspresyonunun pankreas kanserinin prognozunu
degistirip degistirmedigini belirlemek i¢cin miR-27a ekspresyonunu serum icinden
Olglilmesi yapilmigtir. Pankreas kanseri serumundaki miR-27a ekspresyonu normal
gruba kiyasla yukar1 dogru diizenlendigi tespit edilmistir [60]. Yakin zamanda yapilan
bir ¢alismada da miR-27a ekspresyon seviyesi li¢ grup arasinda belirlendi, buna bagl
olarak primer meme kanseri (BC-breastcancer) hastalarinda diizeyi anlamli derecede
arttig1 goriilmiistiir, bunun arkasindan benign meme kanseri hastalari izlenmis, saglikli
bireyler arasindaki seviye en diisiik olarak belirlenmistir. miR-27a ekspresyonunun ve
yaygin rutin tiimor belirteclerinin (CEA ve CA-15.3) tanisal etkinligini arastirmak i¢in
arastirmacilar ROC egrisini ¢izmislerdir. miR-27a hem BC'nin erken teshisi hem de
daha yiksek o6zgiilliigii i¢cin BC'nin erken evrelerinin, BC'nin diisiik derecelerinin
tespiti ve Ozellikle BC'nin erken tespit edilmesi admna iyi bir potansiyel molekuler
belirteg haline gelmistir [61].
Yumurtalik kanseri ile miR-27a-3p arasindaki iliski degerlendirilmistir ancak sadece
kanser hiicre hattinda ve yumurtalik dokusunda olarak iligkilendirilmistir. Dolagimda
bulunan miRNA’larin CA-125 degerleriyle birlikte genis kapsamli ve ayrintili olarak
yumartalik kanseri hastalar1 tizerindeki arastirilmasi yapilmamistir. Tez ¢alismamizda
yumurtalik kanseri ile iliskili bulunan miR-27a-3p molekiillerinin karsilagtiriimali

olarak yumurtalik kanser grubunda incelenmesi, validasyonlarinin yapilmasi,
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yumurtalik  kanserinin etiyolojisindeki yeri ve biyolojik belirte¢ durumunun

belirlenmesi amaciyla inceleme altina alinmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal . )
Deney grubu Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Kanser Genetigi Poliklinigine

genetik test i¢in gelen hastalar arasindan segilen, 150 yumurtalik kanserli hasta ile
hasta populasyonuyla yas, cinsiyet ve etnik koken olarak eslestirilmis 100 saglikli
kisiden olusturulmustur. Tez ¢alismasi igin Istanbul Tip fakiiltesi etik kurul
komisyonu tarafindan 28.06.2019 tarihinde yapilan toplantida, 907 sayili belge ile etik
kurul onay1 alinmistir (Etik Kurul onay: 28/06/2019,dosya no: 2019/813). Calismada
hasta ve saglikli kontrol grubuna ait kalite kontrolu gecen uygun konsantrasyondaki
RNA’lar kullanilmigtir. Calismaya alinan hastalar OH harfleri ile kontrol grubu ise
OK harfleri ile kodlanmistir. Buna gore hasta grubu OH1-OH147 seklinde kontrol
grubu ise OK1-OK100 arasinda numaralandirilarak hasta isimleri anonimlestirilmistir.
Calismada yer alan deney gruplarinin ortalama yaslari; yumurtalik kanserli hasta
grubu igin 50£10(23-84), kontrol grubu igin 48+11 (23-84) arasindadir.
miR-27a-3p’nin  ekspresyon diizeyi, hasta ve saglkli kisilerin periferik kan
lenfositlerinde incelenmistir. Arastirilan miRNA’nin ekspresyon diizeyi SSRNA
referans gen varliginda analiz edilmistir. Caligmada, toplam 250 6rnek ve referans gen
dahil toplam 2 miRNA incelenmistir.

Deney grubundaki RNA’lar, periferik kandan ayristirilmis lenfosit pelletinden ticari
kit ile (Quick-RNATM MiniPrep kit) ekstrakte edilmistir. Daha sonra 6zel bir kit
yardimiyla (EPIKTM miRNA Hi/Lo-Rox Select Kit) miRNA molekdlleri, total RNA
molekiillerinden floresan isaretlenerek ayristirilmis ve miRNA ekspresyon diizeyi

kantitatif RT-PCR (Ger¢ek Zamanli-PZR) yontemi ile incelenmistir.

Sekil 3-1: Mic gPCR Deney Tiiplerinin Ve Calisma Yerinin GOrintusu



Sekil 3-2: Mic gPCR Cihazimin Goruntusu

3.2. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler
Kullanilan kimyasal maddeler ve soliisyonlar asagidaki Tablo 3-1°de verilmistir.

Agaroz (Wisent MultiCell, Kanada)

Borik asit (Wisent MultiCell, Kanada)

Ethanol (Riedel De Haen, Almanya)

Etidyum Bromiir (Sigma, Almanya)

Biocoll Separating Solution (Ficoll) [BIOCHROM]

Bromfenol Mavisi (BFB) [SIGMA]

Etilen-diamin-tetraasetikasit (EDTA)

Collection Tubes

PBS (Phosphate Buffer Solution)

Tablo 3-1: Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

40
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3.3. Kullanilan Cézeltiler Ve Tamponlar ile Bilgisayar Programlar
Deneysel asamalarda kullanilan tampon ve ¢ozeltiler; PBS Tampon Cozeltisi, TEB

Tampon ¢ozeltisi, BFB Yiikleme Tamponu, %]1,5’lik Agaroz, Lysis Buffer, Buffer R;
ile bilgisayar programlar1 Tablo 3-2’de belirtilmistir (Tablo 3-2).
%01,5°lik Agaroz Hazirlanmasi

1.5 g Agaroz
100mL 0.5X TEB

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

10 mL 10X Lysis Buffer (ABM)

90 mL distile su

Buffer R.(100mL)

49 mL PBS
I mLFBS

50 pL EDTA
Bilgisayar Programlar

IBM Support SPSS 11.0

10X BFB Yiikleme Tamponu (2mL)

%1 SDS
Smg Bromfenol Mavisi

2mL Gliserol

10X PBS Tampon Cézeltisi (11)

80 g NaCl

2gKCl

11,5 g NaZHPO4

2 g KH2PO4

10X TEB (Tris-EDTA-Borik Asit) Tampon Cézeltisi (1L)

0.38 M Borik Asit
5 M Tris

0.02 M EDTA (pH: 3.00)

Tablo 3-2: Kullamlan Cézeltiler -Tamponlar ve Bilgisayar Programlari
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3.4. Kullanilan Cihazlar
Tez galismasinda istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji Anabilim

Dal1 Arastirma Laboratuarinda yer alan cihazlar kullanilmistir (Tablo 3-3).
Jel Dokiimantasyon Sistermi-UWY Transbiminator RNA kalite kontroliinde kullamlmigtr.

s . o RNA izolasyomunda, Safl sktirme islemlerind
Santrifijler [HERAUS, HETTICH. JOUAN] izolasyomunda, Saflastrma goktlirme iglemlerinde

kullandrmgtir.
Stvi Azot Tanks Hastalara ait hiicrelerin saklanmasmda kullambmstr.
Derin Dondurucu (-80°C) Kit. prob, hasta RNAlarm saklanmasmda kullambrstr.
Buzdolaplarn Kit ve gesith kimyasal maddelerin saklanmasmda kullanbmstr.

Cesith soliisvonlarm hazrlanmas: icin kimvasal maddelerin

Teraziler dleiilmesinde kullambrstr.
Kanstmcilar Soliisyonlarm haziwlanmas: esnasmda kullambmstr.
pH Metreler Soliisyonlarm pH lannm dlgiilmesinde kullambmstr.

Deneylerin yvapihmasi esnasmnda reaksivon kansimlarimm

IMikropipetler [GILSON] hazl a2smda kol str

Real-Time PCR cihazn PCR islemleri icin kullambmstr.

Cihaz kuruma ait degildir. Proje siresince firma tarafindan

LA R denevysel islemlerin vaplas: kurulmus ve kullambrmstr

Tablo 3-3: Kullamlan Cihazlar ve islevleri
3.5. Tam Kandan Lenfosit izolasyonu

EDTA’l tiipelere alinan yaklagik 10 mL kan 1/1 oraninda %0,9’luk NaCl ile dilue
edilir. 2 mL Ficol lizerine yavas bir sekilde eklenir. 1970 RPM’de 30 dk.
Santrifujlendi. Santrifij sonunda alt fazda eritrosit tst fazda serum ve orta fazda hiicre
pelleti ayrigtirildi. Lenfostit hicrelerinin olusturdugu faz Eritrosit fazinin hemen
tizerinde ve serum fazinin iginde halka seklinde toplanmis beyaz renkli halka
seklindeki gozlendi. Bu halka seklindeki lenfosit hiicre fazi pastor pipeti yardimi ile
toplanarak temiz tiipe alindi ve 1970 RPM’de tekrar 10 dk. santrifuj edildi.
Siipernatant dokuldu ve kalan pelet Uzerine 4 mL PBS eklenerek pipetaj yapilarak
hiicreler patlatilmamaya 6zen gosterilerek ¢6zildi ve hicre solisyonu kriyo tiplere
I’er mL olacak sekilde dagitildi ve ardindan 1970 RPM’de 5 dk. Santrifujlenerek

cokturuldu. Supernatant dokuldu. Coktiiriilen hiicreler daha sonraki deneysel islemler
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icin kademeli olarak dondurularak énce -80°C’de daha sonra da uzun sireli saklanmak

Uzere s1v1 azot tankina aktarildi.

3.6. Lenfositten RNA izolasyonu
Lenfositten RNA izolasyonu islemi icin ticari kit (Quick-RNATM MiniPrep) ile
gerceklestirildi. Kit protokoliine gére yapilan islemler ayrintilariyla asagida belirtildi.

3.6.1. RNA izolasyon Protokolii
RNA izolasyonu i¢in Quick-RNATM MiniPrep protokolu uygulandi. Kit icerisindeki
DNA-RNA Lysis Buffer -80°C’de ya da azot tankinda saklanan hiicre peleti {izerine
ilave edildi. DNA-RNA Lysis Buffer ile hiicre zarlar1 patlatildi ve hiicre iginde yer
alan DNA ve RNA molekiilleri agiga ¢ikarildi. Bu karigim RNA izolasyon kiti i¢inde
yer alan filtre Uzerine ylklendi ve 12.000g’de santrifiijlendi. Santrifiijleme islemi
sonrast DNA molekiili filtrede tutularak RNA molekiillerin alt faza ge¢mesi saglandi.
Alt faz, RNA izolasyonu iglemine devam etmek {izere temiz bir tiipe alind1 ve
islemlere devam edildi. Biriktirme tiipii igerisine alinan RNA fazina Ethanol eklendi
ve olusan yeni karisim 6zel bir tiip i¢erisine aktarilarak 12.000g’de santrifiij edildi.
Daha sonra kit igerisinde bulunan RNA Prep Buffer (400 pL) karigim tizerine eklendi
ve ardindan 12.000g’de tekrar santrifiij edildi, biriktirme tiipii igerisinde toplanan atik
uzaklagtirildi. Ardindan Filteye tutunan RNA molekiilii filtrenin Uzerine RNA Wash
Buffer (700 pL) eklenmek ve 12.000g’de tekrar santrifijlenmek suretiyle yikandi,
biriktirme tiipii igerisinde toplanan atik uzaklastirildi. Tekrar RNA Wash Buffer (400
uL) eklenerek iki dakika 12.000g’de santrifiij edildi. Son olarak RNAse-Free Water
eklenerek, 30 saniye/1 dakika boyunca 12.000g’de santrifiij edilerek RNA
molekuliiniin flitreden ¢ozlerek tiipiin dibinde toplanmasi saglandi. izole edilmis

RNA porsiyonlara ayrigtirilarak -80°C’de saklandi.

3.7. RNA’larin Saflik ve Konsantrasyon Olgumleri
cDNA sentezinin yapilabilmesi i¢in yliksek kalitede RNA kullanilmas1 gerekmektedir.
Yiiksek kalitedeki RNA’nin degrade olmamis ve genomik DNA kontaminasyonu
icermemis olmas1 gerekmektedir. Elde edilen RNA’larin saflik ve konsantrasyon
6lgtimleri NanoDrop 2000 Spektrofotometre [THERMO SCIENTIFIC] cihazinda
yapildi. Uygun olmayan RNA 6rnekleri deneyden ¢ikarildi ve yeni pelletten tekrar
RNA izolasyon iglemi yapildi.
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3.8. Kalite Kontrol Verilerinin Degerlendirilmesi
Calismamizda kullanilan RNA’larin kalite kontrol islemleri ‘“Nanodrop 2000’
cihazinda Ol¢timlerinin yapilmasi, degerlendirilmesi ve ardindan agaroz jel

elektroforezi ile incelenmesi agamalarini igerecek seklilde yapildi.

3.9. ID3EAL miRNA gPCR Starter Kit Protokol
Kit protokoli cDNA sentezi ve RT qPCR reaksiyonu olmak tizere iki asamadan
olugmaktadir. Bu asamalardan ilkinde ¢alistigimiz miRNA i¢in cDNA sentezi
gerceklestirilmektedir. Ikinci asamada ise iki farki miRNA RT-qPCR assay i¢in hazir

hale getirilmektedir.

3.9.1. cDNA Sentezi
Tiim reaksiyon islemleri buz iistiinde yapildi. cDNA sentez iglemi, ID3EAL miRNA
qPCR Starter kiti kullanilarak, kit protokolii dogrultusunda gergeklestirildi. cDNA
sentez reaksiyonu oncesi hastalara ait RNA 6rnekleri ¢6ziildii ve ardindan
vortekslendi. cDNA reaksiyonunun gergeklestirilecegi tiip igerisine sirasiyla kalip
RNA (5 pg’a kadar), ID3AL RT Buffer (5 pL), ID3AL RT Primer (1 pL), ID3AL RT
(revers transkriptaz) (1 pL) eklendi. Elde edilen karistmin hacmi distile su ile 20 uL’ye
tamamlandi. Mikropipet yardimiyla pipetaj yapildi ve ardindan vortekslendi. BioRad
PCR cihazi kullanilarak 42°C’de 30 dakika, 95°C’da 5 dakika olacak sekilde inkiibe

edilerek cDNA olusturma reaksiyonu tamamlanda.

3.9.2. Kantitatif Real Time PCR Reaksiyonu
Olusan cDNA’lar1 1:10 oraninda distile su kullanilarak sulandirildi. Sulandirilmis

cDNA’lar -20°C’de saklandi. 4 hafta i¢cinde tiim cDNA’lar kullanildi.

Real Time PCR Reaksiyonu: MIC qPCR ig¢in iiretilmis 6zel tiipler igerisine total
hacim 20 pL olacak sekilde, 10 uL ID3AL qPCR Master Mix, 2 uL ID3AL qPCR
assays, 5 uL sulandirilmis cDNA ve 3 pL distile su eklendi. Mikropipet yardimiyla
pipetaj yapildi ve ardindan vortekslendi.
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Kantitatif Real Time PCR islemi MIC qPCR cihaz ile ger¢eklestirildi. Kantitatif PCR
islemi Tablo 3-4‘te verilen dongliye gore gerceklestirildi. Gergeklestirilen
reaksiyonlarin Olglimii ve hesaplanma islemi cihaz iizerinde yer alan MIC gPCR
yazilimi ile yapildi. Bu yazilim ile incelenen miRNA ekspresyon diizeyleri kantitatif

olarak hesaplandi.

DONGU SICAKLIK SURE

LA 95°C 10 dakika
40 °C 5 dakika

X 95°C 10 saniye
60°C 30 saniye

Tablo 3-4: Kantitatif Real Time PCR Islemi Dongii ve Siireleri

3.10. qPCR ile Cogaltilan miRNA Molekiillerinin Analizi

miR-27a-3p i¢in MIC gPCR’a yiiklenen hasta ve kontrol 6rneklerinin olusturdugu
Real Time PCR egrileri (Sekil 3-2), (Sekil 3-3) verilmistir. Her bir 6rnegin ekspresyon
seviyeleri CT (Threshold Cycle = Esik dongiisii) degerindeki farkliliklara gore
degerlendirilmistir.

Cycling Green BB E'f” L3

0 5 10 15 20 zm 30 35 40 45

Cycle Number

Sekil 3-3: Mir-27a-3p Ekspresyonunun Incelenen Orneklerde Ger¢ek Zamanh
gPCR Egri Goruntusu
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Sekil 3-4: Mir-27a-3p’nin Ekspresyonunun Incelenen Orneklerde Erime
Egrilerine Iliskin Goruntu

3.11. ACT ve AACT Degerlerinin Hesaplanmasi
Incelenen 6rneklerin ekspresyon diizeyleri arasindaki farkin hesaplanmasi ve

degerlendirilmesi CT degerleri tizerinden, ACT ve AACT hesaplamalart ile yapildi.

ACT = CT (hedef gen) — CT (referans gen).
AACT = ACT (hedef gen) — ZACT (referans gen).

Bu degerlerin hesaplanmasindan sonra 2*-AACT degeri asagidaki formille bulundu.

Z-AACT =92 [(Ct hedef —Ct ref) hasta — (Ct hedef —Ct ref) kontrol]

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

hesaplandi.

3.12. istatistiksel Analiz
Hasta ve kontrol grubu arasindaki miRNA ekspresyon diizeylerinin karsilagtiriima

islemleri IBM Support SPSS 21.0 bilgisayar programi kullanilarak gerceklestirildi.
Gruplar arasindaki dagilimin normallik varsayimi Kolmogorov-Smirnov testi ile
degerlendirildi. Verilerin incelenmesinde ise parametrik olmayan Mann-Whitney U

testi kullanildi.
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4. BULGULAR

Tez calismasinda Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Kanser Genetigi Poliklinigi’ne
BRCA1/2 incelemesi i¢in bagvurmus hastalar arasindan 150 over kanserli hasta ve hasta
popiilasyonu ile yas, cinsiyet ve etnik koken olarak eslestirilmis 100 saglikli kontrol dahil
edildi. Biyolojik materyalin kalite kontroliiniin ardindan tez ¢alismasinda deney grubu igin
toplamda 147 yumurtalik kanseri hasta ve 100 saglikl1 kontrole ait RNA ornekleri kullanilarak
asagidaki sonuclar elde edildi (Tablo 4-1 ve Tablo 4-2’de gosterilmistir.)

HASTA |miR-27a-3p HASTA |miR-27a-3p HASTA |miR-27a-3p
NO 2-AACT DEGERI |[NO 2-AACT DEGERI |[NO 2-AACT DEGERI
OHO001  |42,81368175 OH048 |10,78712034 OH095 [2,154593354
OH002  |0,737134609 OH049 [0,62108823 OH096 |1,047846713
OHO003  [8,224910613 OHO050 |0,286311447 OH097 |3,594757048
OHO004  |0,806641759 OHO51 |1,942504427 OH098 |0,485850937
OHO005  |1,292352831 OHO052 |0,476484255 OH099 [0,286033814
OHO006  |7,210003701 OHO053 |0,861273009 OH100 |1,517474492
OHO007  |4,563054863 OHO054 |0,679349979 OH101 |2,343777922
OHO008  |4,9588308 OHO055 |1,968653524 OH102 |0,230181106
OHO009  |7,503782833 OHO056 |1,0169736 OH103 |0,850928092
OHO010  [2,09992403 OHO057 |15,30807758 OH104 |0,174456723
OHO011  |7,81057985 OHO058 |4,123552271 OH105 |0,458450616
OHO012  |4,912414749 OHO059 |0,980277829 OH106 |16,02455168
OHO013  |0,086197067 OHO060 |4,929879058 OH107 |0,345551186
OHO014  |1,422595493 OHO061 |50,18267798 OH108 [1,719189168
OHO015  |1,128952008 OH062 |32,9328962 OH109 |0,088590057
OHO016  |2,717615637 OH063 |0,021479986 OH110 |1,469605155
OHO017  |7,29907947 OHO064 |4,389996221 OH111 [0,252139964
OHO018  [1,112105449 OH065 |1,69684867 OH112 |0,722730825
OHO019  |7,537030593 OH066 |5,741642778 OH113 |0,426967372
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OH020 |2,807711755 OHO067 |0,151687963 OH114 |2,155032088
OHO021 |16,45348968 OHO068 |7,053702757 OH115 |0,642039868
OHO022  |0,77965797 OHO069 |8,204454972 OH116 |0,703267137
OHO023 |2,864459516 OHO70 |4,493636423 OH117 |3,608527958
OHO024  |2,548617808 OHO71 |1,853124244 OH118 |3,906655738
OHO025 |0,183056617 OHO72 |1,372828682 OH119 |0,382041343
OHO026  |0,799252583 OHO73 |1,422968304 OH120 |0,759854107
OHO027  |2,23703815 OHO74 |2,464768557 OH121 |0,697330674
OHO028 |9,022873822 OHO075 |0,629210821 OH122 |0,186158106
OH029 |0,176506116 OHO76 |4,676341546 OH123 |0,662403881
OHO030 |1,110072639 OHO77 2,158208722 OH124 |2,5094967

OHO031  |6,931768282 OHO78 |5,139141761 OH125 |3,464589553
OHO033  |112,9801625 OHO079 |3,997317682 OH126 |0,963835098
OHO034 ]0,014079461 OHO080 |1,459117339 OH127 |1,496800843
OHO035 |1,077610039 OHO081 |5,293529763 OH128 |1,340164059
OHO036  |31,2848864 OH082 |0,742132095 OH129 |0,599327295
OHO037  |1,528270192 OHO083 |0,64943416 OH130 |0,113369011
OHO038 |4,768013385 OHO084 1,982979072 OH131 |0,072817378
OHO039  |9,089868076 OHO085 |6,084150375 OH132 |3,832816398
OHO040 |3,024201484 OHO086 |0,338460279 OH133 |0,308220993
OHO41  |4,842413261 OHO088 |5,770200832 OH134 |0,136328602
OHO042  |1,329205024 OHO089 |0,517732729 OH135 |0,405666157
OHO043  |42,81368175 OHO090 |4,702323497 OH136 |1,350203954
OHO044  |7,938056301 OHO091 |5,941607644 OH137 |0,094179898
OHO045 0,007354267 OH092 |0,918613453 OH138 |0,289501002
OHO46  |4,443043443 OHO093 |2,248031344 OH139 |0,124437381
OHO047  |5,121965033 OHO094 |3,106224136 OH140 |6,647373716




OH141 0,215826648
OH142 4,64835091

OH143 0,557219213
OH144 5,063991125
OH145 0,164599317
OH146 3,567823147
OH147 0,145115399
OH148 0,292025549
OH149 0,936545469

Tablo 4-1: Yumurtalik Kanseri Hastalarina ait 22ACT Degerleri

49

KONTROL KONTROL KONTROL
miR-27a-3p 2-aact miR-27a-3p 2-nact miR-27a-3p 2-aact

NO NO NO

OK001 16,49117315 OKO035 3,066005926 OKO069 5,889236451
0OK002 0,412838283 OKO036 1,352569358 OK070 2,614814905
OKO003 0,858451713 OKO037 0,72065472 0OK071 1,084846529
OK004 0,264983693 OKO038 2,655901289 0KO072 0,267101632
OKO005 0,490787537 OKO039 3,111950548 OKO073 0,267992778
OK006 0,541872167 OK040 0,514724198 OK074 0,547068514
OK007 0,825042354 0OK041 4,759711407 OKO075 0,862011934
OK008 1,159717935 OK042 0,672399895 OKO076 1,043806733
OKO009 2,097522395 OK043 0,692508655 OK077 0,703819367
OKo10 1,529807039 OK044 0,017864058 OKO078 0,270790179
OKO011 3,749893212 OKO045 1,148957966 OKO079 4,58821235
OKO012 0,894979705 OKO046 1,100855338 OK080 8,267644582
OKO013 0,898923046 OK047 0,63789502 0OK081 1,955790825
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OK014 0,958897935 OKO048 0,13182584 OKO082 0,654384011
OKO015 2,53761411 OKO049 0,032633809 OKO083 0,698302461
OKO016 1,759710936 OKO050 0,096354165 OK084 3,024036079
OKO017 1,906538854 OKO051 1,890365724 OKO085 0,224546515
OKO018 3,587858854 OKO052 0,493170559 OKO086 0,430790532
OKO019 3,579998323 OKO053 0,564365398 OKO087 33,98541304
0OKO020 2,158264456 OKO054 0,544961136 OKO088 0,167939456
0OKo021 1,110464765 OKO055 0,044906837 OKO089 0,664267673
0OK022 3,734064362 OKO056 0,713542337 OK090 1,991886309
0OKO023 3,342256989 OKO057 0,62939687 OK091 0,652432985
0OK024 0,152271309 OKO058 0,649977584 OK092 0,725751099
OKO025 0,296338343 OKO059 0,534561078 OK093 0,503521276
OKO026 0,997623091 OK060 2,094123274 OK094 0,559526725
0OK027 0,033231227 OKO061 1,687291271 OKO095 0,330262516
OK028 1,545487912 OK062 0,192718274 OKO096 1,416860286
OKO029 0,090613265 OK063 4,185229422 OK097 2,092594156
0OKO030 0,153608065 OKO064 5,797004456 OK098 2,29143777
OKo031 7,842943568 OKO065 30,02488726 OK099 5,815434533
OK032 1,096727225 OKO066 11,21727538 OK100 4,195842394
0OKO033 1,183935424 OKO067 1,8209584

0OKO034 1,547651577 OKO068 0,802232375

Tablo 4-2: Kontrol Grubunun 2-4A€T Degerleri

[statistiksel analizlere gore; ¢alisma kapsaminda incelenen gruplar arasinda dagilimin

normallik varsayimi Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlenmistir. Verilerin normallik

dagilimlart degerlendirildiginde miR-27a-3p i¢in p<0,05 olarak bulundu (Kolmogorov-
Smirnov Z=5,440; p<0,05). Hastalarda miR-27a-3p’nin 22T ortalamas1 4,76 kontrol
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grubunda ise 22T ortalamasi ise 2,43 olarak saptandi. Tablo 4-1ve Tablo 4-2’de sematik
olarak gosterilmistir.

Yumurtalik kanserli hastalar arasinda miR-27a-3p ekspresyon diizeyinin ortalamasinin 4,76;
kontrol grubunda ise s6z konusu miRNA’ya ait ekspresyon diizeyi ortalamasinin 2,43 oldugu
saptandi. Hasta ve saglikli kontrol gruplarmin 224t degerleri karsilastirildiginda miR-27a-

3p’nin ifade diizeyinin epitelyal yumurtalik kanserli hastalarda 1,95 kat artmis oldugu
gosterildi (224¢'=1,95).

miR27a-3p Ekspresyonu miR27a-3p Ekspresyonu

1,8
1,6
1,4
1,2

. B miR27a-3p Ekspresyonu 038
0,6
0,4

0,2

Hasta

Kontrol

B HASTA KONTROL

Tablo 4-3: Kontrol ve Hasta Gruplarmin Ortalama 2-*ACt Degerlerinin Karsilastirilmasi
ve Ekspresyon Farkinin Gosterilmesi

Gruplar normal dagilim gostermedikleri ve alt gruplar iginde hesaplama yapilmasi
istendiginden ve toplam bes alt grup olmasindan dolay1, verilerin ¢éziimlenmesinde Mann-

Whitney U testi kullamldi. Mann-Whitney U testi ile 224" degerleri baz alinarak yapilan

hesaplamalarda miR-27a-3p diizeyinin hasta grubunda saglikli kontrollere gore istatistiksel
acidan yiiksek diizeyde anlamli oldugu goriildi (p=0,021) (Tablo 4-4).




miR27a3p
Mann-Whitney U 6075,000
Wilcoxon W 11125,000
Y4 -2,313
p degeri < ,021
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Tablo 4-4: Toplam Hasta Ve Kontrol Gruplar1 Arasinda miR-27a-3p Ifade Diizeyinin
Mann-Whitney U Testi Ile Degerlendirilmesi

Bununla birlikte yumurtalik kanseri hastalarinda miR-27a-3p ifade dizeyi ile hastalarin
metastaz varligi, histolojisi, klinik evresi, oral kontraseptif kullanimi, tan1 aldig yas, aile
icerisinde yumurtalik ve meme kanserli hasta sayisi, timor boyutu, menopoz durumu,
infertilite tedavisi alip almadig1 ve hamilelik sayis1 gibi klinik 6zellikler arasindaki iligkileri
de Mann-Whitney U testi ile ayrica degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeye ait sonuglar

Tablo 4-5’te verilmistir.

Yumurtalik kanseri hastalarinda miR-27a-3p’nin degisken ifade diizeyi ile metastaz varligi
(p=0,259), oral kontraseptif kullanimi (p=0,814), tam1 yas1 (p=0,258), tumoér boyutu
(p=0,666), menopoz durumu (p=0,278), ailede kansere yakalanmis toplam vaka sayisi
(p=0,195), infertilite durumu (p=0,899), hamilelik durumu (p=0,645), klinik evresi (p=0,807),
ailede meme ve yumurtalik kanserine yakalanmis vaka sayist (p=0,484) arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark saptanmamustir.

Hastalarn Klinik  Vaka Mann- Wilcoxon Z p

Ozellikleri Sayisi, Whitney U W Degeri
n

Yas

<40 yas 24 1260,000 1560,000 -1,132 ,258

=>40 yas 123

Toplam 147

Uzak Metastaz Durumu

Var 102 2026,500 7279,500 -1,128 ,259

Yok 45

Toplam 147

Ailede Yumurtahk Ve

Meme Kanseri Saysi

<2 94 2317,500 3748,500 -,700 484

>=2 53



Toplam
Tumor Boyutu
<2cm

>=2cm
Toplam

Ailede Toplam Kanser

Sayisi

<2

>=2

Toplam

Menopoz Durumu
Premenopoz
Postmenopoz
Toplam

Infertilite Durumu
Hayir

Evet

Toplam

OKS Kullanimi
Hayir

Evet

Toplam

Hamilelik durumu
Hayir

Evet

Toplam

Klinik Evre

Erken evre (1-2)
fleri evre (3-4)
Toplam

147

32
115
147

51
96
147

68
79
147

140

147

102
45
147

31
116
147

22
125
147

1748,000

2129,500

2406,500

476,000

2239,000

1701,000

1330,000

2276,000

6785,500

5566,500

10346,000

7492,000

8487,000

9205,000

-,432

-1,296

-1,086

-,127

-,235

-,461

-, 244

,666

,195

278

,899

814

,645

,807

53

Tablo 4-5: Yiiksek Riskli Yumurtalik Kanser Hastalarinda Mir-27a-3p ifade Diizeyi lle

Klinik Ozellikler Arasindaki Iligkinin Degerlendirilmesi

4.1. miR-27a-3p Ekspresyon Diizeylerinin Hastalarin Klinik ve Patolojik Ozellikleri ile

Karsilastirilmasi

Calismada yiiksek riskli yumurtalik kanserli hastalarda miR-27a-3p ifade diizeyleri hastalarin

klinik histolojik ve patolojik evreleriyle karsilagtirilmistir.

Tant alma durumuna gore inceledigimizde; sadece yumurtalik kanseri tanisi alan 122

hastanin 48’inde (%39,3) miR-27a-3p ekspresyon seviyesinin azaldigi, 74’tinde (%60,4) ise

arttigr saptanmistir. Hem yumurtalik hem de meme kanseri olmak iizere iki farkli primer

timor tanis1 almis 17 hastadan 5’inde (%29,4) ekspresyon seviyesinde diislis gozlenirken,

12’sinde (%70,6) ise artmis saptanmistir. Ayni anda yumurtalik ve endometriyum kanser



54
tanisina sahip 3 hastanin tamaminda miR-27a-3p ekspresyon diizeyinin azaldig1 gosterilmistir.
Yumurtalik kanseri ile birlikte meme ve endometriyum disinda baska herhangi bir kanser
tanist almis 5 hastadan 1’inde (%20) miR-27a-3p ekspresyon seviyesinin azalmis oldugunu,

4’iinde (%380) ise artis oldugu gézlenmistir.

miR-27a-3p ekspresyon durumunu tani yasi ile karsilastirdigimizda; 40 yasin altinda tani
almis olan 24 hastada yar1 yartya degisim gortilmiistiir. 12 kiside (%50) ekspresyon seviyesi
artarken, diger 12 kiside (%50) ise ekspresyon seviyesinde artis saptanmistir. Tan1 yas1 40
yasin lstiinde yas olan 123 hastada ise 45’inde (%36,6) ekspresyon seviyesinde azalis,
78’inde (%63,4) artis saptanmugtir.

Klinik evrelemeye gire yapilan karsilastirmada; miR-27a-3p icin ekspresyon dizeyi
degerlendirmeye alinan 147 hasta arasinda 8 (%5,4) kiside evre 1 hastalik, 14 kiside (%9,5)
evre 2 hastalik, 82 kiside (%55,8) evre 3 hastalik, 43 kiside (%29,3) ise evre 4 hastalik
mevcuttur. Evre 1 hastalarinin 2’sinde (%25) ekspresyon seviyesi diisiik saptanirken, 6’sinda
(%75) arttig1 gozlenmistir. Evre 2 derecesine sahip hastalardan 6’sinda (%42,9) ekspresyon
seviyesi diisik bulunurken, 8’inde (%57,1) artmistir. Evre 3 hastalarinin 32’sinde (%39)
ekspresyon seviyesi azalirken, 50’sinde (%61) artmistir. Evre 4 hastalar arasindan 17 kiside
(9%39,5) ekspresyon seviyesi azalirken, 26’sinda (%60,5) ekspresyon seviyesi artmistir.

miR-27a-3p ekspresyonunun histolojik evrelere gore dagilimi incelendiginde; Grade 1 olan
5 hastanin 4’{inde (%80’inde) ekspresyon diizeyi artarken, 1’inde (%20) ekspresyon seviyesi
azalmistir. Grade 2 olan 34 hastanin 13’{inde (%38,2) ekspresyon seviyesi diisiikken, 21’inde
(%60,2) ise artis gozlenmistir. Grade 3 olan hastalarin 43’tinde (%39,8) ekspresyon

seviyesinin azaldigi, 65’inde (%60,2) ise arttig1 saptanmigtir.

miR-27a-3p ekspresyonunun patolojik evrelere gore dagilimi incelendiginde ise; bu grupta
patolojik evresi 1 olan 8 hasta bulunmaktadir. Evre 1 olan hastalardan 2’sinde (%25) miR-
27a-3p ekspresyon seviyesinin azaldigi gosterilirken, 6’sinda (%75) ekspresyon seviyesinin
arttigr saptanmistir. Patolojik evresi 2 olan 13  hastanin 6’sinda (%46,2) miR-27a-3p
ekspresyon seviyesinin azaldigi, 7’sinde (%53,8) ise miR-27a-3p ekspresyon seviyesinin
arttig1 gozlendi. Patolojik evresi 3 olan 92 hastadan 37’sinde (%40,2) miR-27a-3p ekspresyon

seviyesi azalmig, 55’inde ise (%59,8) miR-27a-3p ekspresyon seviyesi artmistir. Patolojik
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evresi 4 olan 34 hastadan 12’sinde (%35,3) ekspresyon seviyesi diisiikken, 22 hastada ise

(%64,7) miR-27a-3p ekspresyon seviyesinde artis oldugu saptanmustir.

miR-27a-3p ekspresyon dizeyi ile uzak metasatz varligt arasinda yapilan karsilastirmada;
uzak metastaz yapmis olan 102 hastadan, 41’inde (%40,2) ekspresyon seviyesi azaldigi
gosterilirken, 61’inde (%59,8) ise arttigi saptanmistir. Uzak metastaz yapmamis olan 45
hastanin 16’sinda (%35,6) ekspresyon seviyesi azalmis, 29 unda (%64,4) ise seviye artmistir.

Cerrahi tedavi ile miR-27a-3p ekspresyon duzeyi arasindaki iligki incelendiginde; cerrahi
uygulanmis 142 hastanin 56’sinda (%39,4) ekspresyon seviyesi azalirken, 86’sinda (%60,6)
ekspresyon seviyesinin arttigi gosterilmistir. Operasyon ge¢irmemis 5 hastanin 1’inde (%20)
ekspresyon seviyesinin azaldigi, 4’tnde (%80) ise miR-27a-3p ekspresyon diizeyinin arttigi

saptanmistir.

Tiimér ¢apr ile miR-27a-3p ekspresyon diizeyi arasindaki iligki incelendiginde; timor gapi
<2 cm’den kiigiik olan 32 hastadan 14’inde (%43,8) ekspresyon seviyesinin azaldig
gozlenirken, 18’inde (%56,2) ise arttigi gdzlenmistir. TUMOr ¢apinin 2 cm ve 2 cm’den biiyiik
(>=2 cm) olan 115 hastadan 43’tinde (%37,4) ekspresyon seviyesinin diistiigii, 72 kiside
(%62,6) ise arttig1 saptanmistir.

Sag kalim analizi hesaplamasiyla kontrol ve hastalarimiz ortalama 80 ay boyunca izlenmistir.
Bu izlenim sonucunda ekspresyon seviyesi degisimi hesaplanmistir. Calismamizdaki
hastalarin son durumuyla miR-27a-3p’nin ekspresyon durumu arasindaki iliski incelendiginde
ise ex olmus 46 hastanin 19’unde (%41,3) ekspresyon seviyesi azaldigi, 27’sinde (%58,7) ise
arttigi  gozlenmistir. Su an hayatta olan 100 hastamizdan 38’inde (%38) ekspresyon

seviyesinin azaldigi, 62’inde (%62) ise ekspresyon seviyesi arttigi saptanmigtir.

miR-27a-3p AZALMIS ARTMIS TOPLAM
EKSPRESYON EKSPRESYON EKSPRESYON

DURUMU

TANI DURUMU

Saghkh 50 (%20,2) 50 (%20,2) 100 (%40,5)
Sadece Yumurtahk 48 (%19,4) 74 (%30) 122 (%49,4)
Kanseri

Yumurtahlk ve Meme 5 (%2) 12 (%4,9) 17 (%6,9)
Kanseri

Yumurtahk ve 3(%1,2) 0 3 (%1,2)

Endometriyum Kanseri



Yumurtahk Ve Diger

Kanserler
Toplam

YAS

<40 yas

=>4() yas
TOPLAM
KLINIK EVRE
EVRE 1
EVRE 2
EVRE 3
EVRE 4
TOPLAM
HISTOLOJIK EVRE
GRAD 1
GRAD 2
GRAD 3
TOPLAM
PATOLOJIK EVRE
EVRE 1
EVRE 2
EVRE 3
EVRE 4
TOPLAM
CERRAHI DURUMU
YOK

VAR
TOPLAM
TUMOR CAPI
<2cm

=>2 cm
TOPLAM

SON DURUM
Ex

Sag
TOPLAM

1 (%0,4)
107 (%43,3)

12 (%8,2)
45 (%30,6)
57 (%38,8)

2 (%1,4)
6 (%4,1)
32 (%21,8)
17 (%11,6)

57 (%38,8)

1 (%0,7)
13 (%8,8)
43 (%29,3)
57 (%38,8)

2 (%1,4)

6 (%4)

37 (%25,2)
12 (%8,2)
57 38,8%

1 (%0,7)
56 (%638,1)
57 (%38,8)

14 (%9,6)
43 (%29,2)
57 (%38,8)

19 (%13)
38 (%26)
57 (%39)

4 (%1,6)
140 (%56,7)

12 (%8,2)
78 (%53,1)
90 (%61,2)

6 (%4)
8 (%5,4)

50 (%34,0)
26 (%17,7)

90 (%61,2)

4 (%2,7)

21 (%14,3)
65 (%44,2)
90 (%61,2)

6 (%4)

7 (%4,8)
55 (%37,4)
22 (%15,0)
90 (%61,2)

4 (%2,7)
86 (%658,5)
90 (%61,2)

18 (%12,2)
72 (%49)
90 (%61,2)

27 (%18,5)
62 (%42,5)
89 (%61)

56
5 (%2)

247 (%100)

24 (%16,3)
123 (%83,7)
147 (%100)

8 (%5,4)
14 (%9,5)
82 (%55,8)
43 (%29,3)

147 (%100)

5 (%3,4)

34 (%23,1)
108 (%73,5)
147 (%100)

8 (%5,4)
13 (%8,8)
92 (%62,6)
34 23,2%
147 (%100)

5 (%3,4)
142 (%96,6)
147 (%100)

32 (%21,8)
115 (%78,2)
147 (%100)

46 (%31,5)
100 (%68,5)
146 (%100)

Tablo 4-6: miR-27a-3p Ekspresyon Diizeyinin Hastalarin Klinik Bulgulariyla

Karsilastiriimasi

4.2. Yumurtahk Kanseri Hastalarinda miR-27a-3p Ekspresyon Duzeyinin Aile

Hikayeleri ile Karsilastirilmasi

Calismada inceledigimiz miR-27a-3p ekspresyon diizeyi ailedeki yumurtalik ve meme kanseri

hasta sayis1 2’den az olan 94 ailede 35’inde (%37,2) ekspresyon seviyesi azalmistir, 59’unda
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(%62,8) ekspresyon artig1 goriilmiistiir. . Ailede yumurtalik ve meme kanseri sayis1 2’den
fazla olan 53 ailede 22’sinde (%41,5) miRNA ekspresyon seviyesi azalmis, 31’inde (%58,5)
ekspresyon artig1 goriillmiistiir.
Ailelerdeki yumurtalik kanseri disinda diger kanser tanisi almis kisi sayisina gore
karsilastirma yaptigimizda; aile igerisinde toplam kanser sayist 2’den az olan 51 hastadan
18’inde (%35,3) ekspresyon seviyesi azalmis, 33’iinde (%64,7) ekspresyon artig1 goriilmiistiir.
Kanser sayisi 2’ye esit ve fazla olan 96 hastadan 39’unda (%40,6) ekspresyon seviyesi

azalmistir, 57 sinde (9%59,4) ise arttig1 tespit edilmistir.

EKSPRESYON DURUMU AZALMIS ARTMIS TOPLAM
Ailede Yumurtalilk Ve Meme Kanserli Vaka

Sayisi

<2 35 (%23,8) 59 (%40,1) 94 (%63,9)
=>2 22 (%15) 31 (%21,1) 53 (%36,1)
Toplam 57 (%38,83) 90 (%61,2) 147 (%100)

Ailede Yumurtalik Ve Meme Kanseri Disinda
Toplam Kanser Vaka Sayisi

<2 18 (%12,3) 33 (%22,4) 51 (%34,7)
=>2 39 (%26,5) 57 (%38,8) 96 (%65,3)
Toplam 57 (%38,8) 90 (%61,2) 147 (%100)

Tablo 4-7 : miR-27a-3p Ekspresyon Diizeylerinin Hastalarin Aile Hikayeleri lle
Karsilastirilmasi

4.3. miR-27a-3p Ekspresyon Diizeyinin Yumurtahk Kanseri Hastalarmn Hamilelik ve
infertilite Durumuna Gore Degerlendirilmesi

miR-27a-3p ekspresyon dizeyi, daha 6nce hamilelik gegiren 116 hastadan 46’sinda (%39,7)
azalmig, 70’inde (%60,3) ise artmistir. Hamilelik gegirmeyen 31 hasta arasindan 11’inde

(%35,5) ekspresyon seviyesi azalmig, 20°sinde (%64,5) ekspresyon seviyesi artmistir.

Infertilite tedavisi alan 7 hastanin 3’linde (%42,9) ekspresyon diizeyi azalmis, 4’iinde
(%57,1) artmistir. Tedavi olmayan 140 hastanin ise 54’tinde (%38,6) ekspresyon seviyesi

azalmis, 86’sinda (%61,4) ekspresyon seviyesi artmistir.

EKSPRESYON AZALMIS ARTMIS TOPLAM
DURUMU

Hamilelik Durumu

Yok 11 (%7,5) 20 (%13,6) 31 (%21,1)
Var 46 (%31,3) 70 (%47,6) 116 (%78,9)
Toplam 57 (%38,8) 90 (%61,2) 147 (%100)

Infertilite Tedavisi



58

Yok 54 (%36,7) 86 (%58,5) 140 (%95,2)
Var 3(% 2,1) 4 (%2,7) 7 (%4,8)
Toplam 57 (%38,8) 90 (%61,2) 147 (%100)

Tablo 4-8: miR-27a-3p Ekspresyon Duzeylerinin Hastalarin Hamilelik Durumu Ve
Infertilite Tedavi Uygulamasi Durumu Ile Karsilastirilmasi

4.4. miR-27a-3p Ekspresyon Duzeylerinin  Menopoz Durumu ve OKS (Oral
Kontraseptif) Kullammmina Gore Degerlendirilmesi

Yumurtalik kanseri tanisim1 premenopozal donemde alan 68 hastadan 25’inde (%36,8)
miR-27a-3p ekspresyon seviyesi azalmis, 43’iinde (%63,2) ekspresyon seviyesi artmuistir.
Postmenopozal donemde tan1 alan 79 hastadan 32’sinde (%40,5) miRNA ekspresyon seviyesi

azalmis, 47 (%59,5) hastada ekspresyon seviyesi arttig1 tespit edilmistir.

Oral kontraseptif kullanan 45 hastadan 18’inde (%40) miR-27a-3p ekspresyon seviyesi
azalmistir, 27 (%60) hastada ekspresyon seviyesi artmistir. Oral kontraseptif kullanmayan 102
hastadan 39’unda (%38,2) ekspresyon seviyesi azalmistir, 63’iinde (%61,8) ise artmistir.

EKSPRESYON AZALMIS ARTMIS TOPLAM
DURUMU

Menopoz Durumu

Pre-menopoze 25 (%17) 43 (%29,2) 68 (%46,3)
Post-menopoze 32 (%21,8) 47 (%32) 79 (%53,7)
Toplam 57 (%38,8) 90 (%61,2) 147 (%100)
OKS Kullanimi

Yok 39 (%626,6) 63 (%42,8) 102 (%69,4)
Var 18 (%12,2) 27 (%18,4) 45 (%30,6)
Toplam 57 (%38,8) 90 (%61,2) 147 (%100)

OKS: Oral Kontraseptif

Tablo 4-9: miR-27a-3p Ekspresyon Duizeylerinin Hastalarin Menopoz Durumu Ve OKS
Kullanimi ile Karsilastiriimasi

4.5. ROC Analizi

Inceledigimiz miR-27a-3p molekiiliiniin aday biyobelirte¢ olarak tanisal performansimi diger
bir deyisle over kanserli hasta ve saglikli kontrol grubunu ayirt edebilme giiciinii
gosterebilmek amaci ile Reciever Operator Characteristics (ROC) analizi gerceklestirildi.
Tablo 4-10 ve Sekil 4-1’de verilen miR-27a-3p i¢in belirlenen ROC-AUC degerleri ve %95
CI (Giiven Aralig1) sonuglar1 yer almaktadir. Bu sonuglara gore yumurtalik kanseri hastalarin
tanisinda mMiR-27a-3p miRNA degiskenlerinin tanisal giicii istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0.005).
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mMiRNA ROC-AUC %95 CI p degeri

miR-27a-3p 0,413 0,342 - 0,484 0.021

Tablo 4-10: Yumurtahk Kanseri Hasta Ve Saghkhh Grubun Ayrilmasinda miR-27a-
3p’nin ROC-AUC Degerleri

ROC Curve
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Sekil 4-1: Yumurtalik Kanserli Hasta Ve Saghklh Grubun Ayrilmasinda miR-27a-3p’nin
Etkinligini Gosteren ROC Egrisi

4.6. Sagkalim Analizi

Calismada inceledigimiz yumurtalik kanseri hastalarin ortalama sagkalim siiresi 80 (SD +49)
aydir ve 2010-2019 yillar1 arasinda taradigimiz 147 hastadan, 47(32%)’inin 6ldiigi, 100
(68%) hastanin tanidan sonra hayatta kaldig1 tespit edilmistir.

Arastirdigimiz miR-27a-3p ifade diizeyinin sagkalim siiresini etkileyen degiskenler olup
olmadigini incelemek amaci ile Kaplan-Meier analizi gergeklestirilmistir. Gen ifade dlizeyleri
ile sagkalim siiresi arasinda bir korelasyon saptanmamustir (p>0.005) (Tablo 4-11, Tablo 4-12
ve Sekil 4-2).
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ifade Diizeyi Orta Deger

miR-27a-3p Tahmini Std. %95 Giiven Araligi Tahmini Std. %95 Gliven Araligi
Ekspresyonu Oran Hata .. Oran Hata ..

Alt Ust Alt Ust

Sinir Sinir Sinir Sinir
Azalmig 141,720 15,360 111,614 171,827 146,000 13,544 119,454 172,546
Artmig 153,399 14,913 124,169 182,630 166,967 33,540 101,229 232,705
Toplam 153,588 12,008 130,052 177,125 166,967 14,335 138,871 195,063

Tablo 4-11: Yumurtahk Kanseri Hastalarinda miR-27a-3p Gen Ifade Duzeyi ile
Sagkalim Siiresi Arasindaki Korelasyon

Chi-Square Df p degeri
Log Rank (Mantel-Cox) 122 1 727
Breslow (Generalized Wilcoxon) 1,492 1 222
Tarone-Ware , 731 1 ,392

Tablo 4-12: Yumurtalik Kanseri Hastalarinda miR-27a-3p Gen Ifade Dlzeyinin
Sagkahm Siiresine Bagh Olarak “p” Degeri

Survival Functions
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Sekil 4-2: Yumurtalik Kanseri Hastalarinda miR-27a-3p Gen Ifade Diizeyinin Sag
Kalim Siiresi Arasindaki Korelasyon
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4.7. STRING Analizi
miRTarBase ve TargetScan veri tabani kulanarak giiclii kanit saglayan miR-27a-3p miRNA
molekilu i¢in hedef gen sayisinin 39 oldugu belirlendi.
miR-27a-3p icin miRTarBase ve TargetScan'den saptanan ortak gen hedeflerinin protein
dizeyinde etkilesimleri STRING analizi ile belirlendi. miR-27a-3p i¢in saptanan ortak gen
hedeflerinin, STRING veritaban1 kullanilarak yapilan protein diizeyinde etkilesim sonuglari

anlaml1 bulundu (p=0.001). Bu analize iliskin sonuglar Sekil 4-3’te gdsterilmistir.

miR-27a-3p’nin hedef genleri arasinda genlerin FOXO1, PHB, SP1, ZBTB10, YWHAZ,
HOXA10, PSAP, IFNG, GRB2, SEMATA, HIF1A, ABCAl, NFE2L2, EGFR, MAP2K4,
PPARG, KRAS ve WNK1 genleri oldugu goruldu.
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Bilinen Etkilesimler Tahmin Edilen Etkilegimler Digerleri

Fa— diizenlenmis veri tabanlarmdan f—"  genkomsulugu " metin madenciligi

— deneysel olarak belirlenmis @&—& zenfizyonin @—@ balite ckspresyon

“—  gen birlikte olugumu f— protein homolojisi

NOD RENGI NOD ICERIGI

@ renkl nodlar « bos nodlar

sorgu proteinleri ve ilk etkilesen kabuk \./ 3D vapis1 bilinmeyen proteinler
< bevaz nodlar < dolunodlar )
\¥/ ikinci etkilegen kabuk ) iD yapist bilinen veya tahmin edilen
proteinler

Sekil 4-3: Mir-27a-3p’nin Gen/Protein Etkilesimini Gosteren String Analizi Sonuglari
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5. TARTISMA

Yumurtalik kanseri, 2018'de yayinlanan GLOBOCAN verilerine gore, diinyada kadinlarda
Oliimciil kanserler arasinda 6. sirada yer almaktadir. Yine GLOBOCAN 2018 verilerine gore
295.414 yeni yumurtalik kanseri vakasi rapor edilmistir. Bu vakalarin 184.799'unun
yumurtalik kanseri nedeniyle 6ldiigii bildirilmistir. Kadinlarin ¢ogunda yumurtalik kanseri
tanisi, erken evrede asemptomatik olmasi ve yeterli erken teshis tarama yoOntemlerinin
bulunmamasi sebebi ile ileri evrede koyulmaktadir. Ileri yumurtalik kanseri olan hastalarmn
cogunun tedavisi i¢in mevcut standart tedavi, sitorediiktif cerrahi ve platin bazli kemoterapi
seklinde uygulanmaktadir [62]. Baslangi¢ kemoterapi alan birgok hasta i¢in yiiksek yanit
oranlarina ragmen, ilerlemis yumurtalik kanseri olan hastalarin g¢ogunda sonugta
kemoterapiye direngli tekrarlayan hastalik gelismektedir [63]. Bu nedenle, kisiye 6zgii tedavi
ve niiks gelistirme orami yliksek olan hastalarin, gerek on tanilar1 gerekse tedavi plam1 ve
takibinde kullanilabilecek nitelikte hastaliga spesifik bir biyolojik belirtece ihtiyac
duyulmaktadir.

Guniimuzde kanserin erken teshisinde kullanilan gortntileme teknikleri olmasina ragmen bu
yontemlerin hassasiyeti ve spesifikliklerinin yeterli olmayist nedeniyle gercek tani invazif bir
yontem olan biyopsi ile konmaktadir. Bu nedenle hala kanseri erken evrede teshis edebilen
biyobelirteglere gereksinim duyulmaktadir. Yumurtalik kanserinde CA-125 ve CA-19-9
biyobelirtegleri kllinik takipte kullanilmakla berabar bu belirteclerin iyi huylu yumurtalik
tiimorlerinde ve diger bazi jinekolojik hastaliklarda da arttigi bu nedenle ¢ok spesifik
olmadigi, ayrica s6z konusu belirteclerin erken donemdeki gelismeleri gostermedigi
bilinmektedir. Her bir kansere 6zgl ve hassas bir biyobelirtecin olmayisi kanserin erken
tanisin1 ve tedavi takibini zorlagtirmaktadir. Bu nedenle hicresel seviyede yumurtalik
kanserinin teshisinin yapilmasinda ve tedavisinin takibinde daha guvenilir ve 06zgun
biyobelirteglere gereksinim duyulmaktadir.

Sunulan tez ¢alismasinda, daha dnce grubumuz tarafindan yiiksek riskli yumurtalik kanserli
ailelerde yapilan miRNA ¢alismasindan elde edilen bulgular sonucunda, ailesel ve sporadik
yumurtalik kanseri hastalar1 agisindan 6nemli oldugu saptanan miRNA’lar arasindan secilmis,
miR-27a-3p adli miRNA’nin ekspresyon seviyeleri incelenmistir (Tuncer SB, Erdogan OS,
Erciyas SK, et al. miRNA expression profile changes in the peripheral blood of monozygotic

discordant twins for epithelial ovarian carcinoma: potential new biomarkers for early
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diagnosis and prognosis of ovarian carcinoma. J Ovarian Res. 2020;13(1):99. Published 2020
Aug 27. doi:10.1186/s13048-020-00706-8.) SOz konusu tez calismasi yumurtalik kanserili
hastalarin periferik kaninda yapilan ve sonuglarin saglikli kontroller ile karsilagtirildig:

literatiirdeki ilk ¢alismadir.

Calismada toplamda 147 over kanserli hasta ve 100 saglikli kontrole ait periferik kan
lenfositlerinde miR-27a-3p’in  ekspresyon diizeyi incelenmis ve gruplar arsinda
karsilastirilmistir. miR-27a-3p ekspresyon duzeyinin hastalarda saglikli kontrollere gore
anlamli derecede artmis gosterdigi saptanmustir (p=0,000). Hasta grubundaki bu artmis miR-
27a-3p ekspresyon diizeyinin 1,95 kat oldugu goriilmiistiir. miR-27a-3p ekpresyon diizeyinin
hasta ve saglikli kontrol grubunda kat olarak ve istatistiksel olarak farklilik gostermesi
nedeniyle s6z konusu molekiliin yumurtalik kanseri i¢in bir biyomarker olarak kullanilip
kullanilmayacagi ROC analizi ile arastirilmis ve bu analiz sonuglart ile miR-27a-3p’nin

yumurtalik kanseri icin biyomarker olabilecegi saptanmustir.

Literatirde miR-27a-3p’nin arastirildigi  kisith sayida c¢alisma bulunmaktadir. Bu
caligmalardan birinde yumurtalik kanseri hiicre soylart HO8910 ve OV90 kullanilmis ve miR-
27a'nin ekspresyon diizeyinin yumurtalik kanseri hiicre soylarinda anlamli derecede yiiksek
oldugu bildirilmistir. Yapilan bu ¢alismada, miR-27a asir1 ifadesinin HO8910 ve OV90 hiicre
soylarinda hiicrelerin gogiinii ve invazyonunu giiglendirdigini, miR-27a’nin inhibisyonunun
ise, hiicrelerin gécunil ve invazyonunu baskiladigi gosterilmistir. Hiicre soylari ile yapilan bu
caligmada yumurtalik kanserli hastalarin timor dokusunda miR-27a-3p ekspresyonunun

tanisal bir belirteg olabilecegi vurgusu yapilmistir [64].

Bir bagka ¢alismada ise sadece sekiz yumurtalik kanser hastasina ait timor dokusu ve bu
hastalarin tiimor dokularina komsu sekiz normal dokuda miR-27a’nin ekspresyon diizeyi
arastirilmistir (Lihui Si ve arkadaglari literatirini ekle). miR-27a'nin yumurtalik kanseri
timor dokularinda bitisik normal komsu dokulara gore 5 kat daha fazla eksprese edildigi
gosterilmistir.  Aymi ¢alismada miR-27a ekspresyonu DoTc24510, SV40, GH329, UACC-
3247 adh dort normal ve Caov-4, SK-OV-3, OVCAR-3, UWBI1.289 adli dort yumurtalik
kanseri huicre soyu olmak iizere toplam 8 yumurtalik hiicre hattinda da incelenmis ve miR-27a
ekspresyonunun, tiimor hiicre hatlarinda normal hiicre hatlarina gore 3.2-4.5 kat asirt
ekspresse edildigi saptanmistir. Ayni ¢alismada mMiR-27a Slpresyonunun yumurtalik

kanserinin biliylimesini, kemosensitivitesini ve invazyonunu inhibe ettigi ve yumurtalik
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kanseri yonetiminde faydali olabilecegi gosterilmistir [65]. Bir diger ¢alismada yumurtalik
kanserinin tumoér dokusunda miR-27a ekspresyonunun, normal yumurtalik dokularina gore
daha yiiksek oldugu bulunmustur. Caligmanin devaminda yumurtalik kanseri hiicre hatt1 olan
SKOV3 hicrelerinde, miR-27a inhibitori ile transfeksiyonu timaér hicrelerinin buyimesini
ve invazyonunu bastirmistir [66] HCC (Hepatoseliler Karsinoma) hiicre hatlarinda yapilan bir
baska calismada ise miR-27a-3p’nin DUSP16'nin (DUSP16; mitojenle aktiflestirilen protein
kinaz fosfataz 7 olarak da bilinir) ile etkilesimi gosterilmistir. MiR-27a-3p'nin bir timor
baskilayict fonksiyonu gostererek asagi dogru diizenlendigi ve HCC tiimér olusumunda rol
oynadig1 bulunmustur. Buna gore miR-27a-3p-DUSP16 etkilesimin HCC igin yeni bir tedavi
stratejisi olarak kullanilabilecegi vurgulanmistir [67]. Yapilan bir diger benzer caligmada
normal insan bronsiyal epitelyal BEAS-2B hicreleri ile NSCLC (A549 ve NCI-H1299)
kanseri hiicre hatti arasinda kiyaslama yapilmistir. Karsilastirmanin sonucunda miRNA-27a-
3p’nin kiiclik hiicreli olmayan akciger kanserinde (NSCLC) asagi dogru diizenlendigi
bulunmustur [68]. Kolorektal kanser (CRC) hiicre hatlarinda miR-27a-3p’nin Wnt/p-katenin
sinyal yolu ile iligkisinin arastirildigi bir bagka ¢alismada miR-27a-3p ekspresyonunun CRC
hiicre hattlarinda ve kanser hastalarina ait timor dokularinda yiksek diizeyde eksprese
edildigi ve bu ekspresyon diizeyinin histolojik farklilasma, klinik evre, uzak metastaz ve CRC

hastalarinin sagkalimi ile yakindan iligkili oldugu gosterilmistir [69].

Meme kanseri hiucre hatlarinda yapilan miR-27a-3p ekspresyon diizeyinin arastirildigi
caligmasinda miR-27a-3p’nin asir1 ekspresse edildigi ve Endoplazmik Retikulum (ER)
stresinin, meme kanseri hucrelerinden miR-27a-3 yukli ekzozomlarin salgilanmasini
indlkledigi bulunmustur. Eksozomal miR-27a-3p’nin artig1, makrofajlarda PD-L1'in asirt
diizeyde salgilanmasina neden oldugu saptanmistir. PD-L1deki bu artisin PTEN/AKT/PI3K
yolagini aktive ederek meme kanseri gelismesine sebep oldugu gosterilmistir. miR-27a-3p ve
PTEN/AKT/PI3K yolag: arasinda saptanan bu iligkinin gelecekte meme kanseri tedavisi igin
yeni bir terapotik hedef olabilecegi vurgulanmaktadir [70]. miR-27a-3p ekspresyonu ile ilskili
olarak serviks kanseri hiuicre hatlarinda yapilan ¢alismada miR-27a-3p’nin asir1 eksprese
edildigi gosterilmistir. Ayni ¢alismada miR-27a-3p'nin baskilandigi durumda ekspresyonunun
azaldig1 ve servikal kanser hiicrelerinin proliferasyonu ve koloni olusturma yeteneklerinin
inhibe oldugu, apoptozun active oldugu bildirilmisitir[71]. miR-27a-3p molekulini farkli
kanser hiicre soylarinda ve kanser dokularinda arastiran c¢aligmalardan miR-27a-3p

ekspresyonunun ¢esitli kanserlerde farklilik gosterdigi anlasiimaktadir.
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Bizim ¢alismamizda ise yumurtalik kanserli hastalarin periferik kan lenfositlerinde miR-27a-
3p ekspresyon diizeyinin sagliklt kontrollere gore yiiksek oldugu, yumurtalik kanserli
vakalarin periferik kanindan da dokuya ait 6zelliklerin takip edilebilecegi ve ROC analizine
gbre miR-27a-3p ekspresyon diizeyinin saglikli ile hastalikli kisileri ayirma giicii oldugu

yoniinde sonuglar elde edilmistir.

Calismamizin zayif yonii, miR-27a-3p ekspresyon dlzeyinin hastalara ait timor dokusunda
ve yumurtalik dokusunun diger tiim benign hastaliklarinda incelenmemis olmasidir. Gelecekte
bu grup hastalarin incelenmesi miR-27a-3p ‘nin yumurtalik dokusunun benign hastaliklarinin
ayrimi konusundaki diizeyini ve yumurtalik kanseri vakalarini tam ayrt etmedeki giiclinii daha

da belirginlestirmis olacaktir.

Sunulan tez galismasi yiiksek sayida yumurtalik kanseri hastasi icermesi, hasta sonuglarinin
saglikli kontroller ile karsilastirilmis olmasi ve periferik kan lenfositlerinin ¢alsilmis olmasi
acisindan 6zgiin olmakla beraber saglikli ve hastalar1 ayirt etmede non- invaziv bir

biyomarker olarak miR-27a-3p’nin kullanilabilecegini gosteren ilk ¢caligmadir.
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