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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

OVER KANSERI TUMORLERINDE FARKLILASMIS MIiRNA’LARIN
VALIDASYONU

Efnan Elif TEKARSLAN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman : Do¢. Dr. Tuba GUNEL

Over kanseri gelismekte olan toplumlarda en 6liimciil besinci kanser tiirtidiir. Over kanseri
cesitlerinin %90 nindan fazlasi epitelyal histolojiye sahiptir ve epitelyal over kanseri olarak
adlandirilir. Over kanserinde sagkalim i¢in erken teshis dnem teskil etmektedir. 5 yillik sag
kalim oram1 erken evrede teshis edildiginde %90’lara ulagsmaktadir. Over kanserinin
semptomlarinin hafifliginden, 6zgiilliigli ve hassasiyeti yiiksek bir biyobelirte¢ eksikliginden
dolay1 erken evrede teshis koyulamamaktadir. MikroRNA'lar kiiciik kodlayici olmayan RNA
ailesidir ve karsinogenez de dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli biyolojik siirecleri diizenlemede
etkilidir. Yapilan arastirmalar sonucunda over kanserinin olusmasi ve ilerlemesinde mikroRNA
anlatimlarmin degigmesinin 6nemli bir katkisi oldugu vurgulanmistir. Genis c¢apli genom
analizi ile mikroRNA’larin over kanseri de dahil olmak tizere ¢ogu kanserde anlatimlarinin

degistigi bulunmus ve etkili bir biyobelirte¢ olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tez kapsaminda, ayni1 yas araliginda olan epitelyal over kanseri olan 10 hastadan doku 6rnekleri
ve kontrol grubu olarak 10 bireyden over kisti doku ornekleri toplanmis ve daha 6nceden
mikrodizilim yontemi ile anlatimlarinin farkhilastigi tespit edilen 3 mikroRNA’nin (hsa-mir-
200c-3p, hsa-mir-4665-3p ve hsa-mir-6737-3p) Real-Time PCR yontemi ile validasyonu
yapilmigtir. Mikrodizilim yonteminin sonuglarina gére bu 3 mikroRNA’nin epitelyal over
kanseri dokularinda anlatimlarinin arttig1 tespit edilmistir. Hsa-mir-200c-3p, hsa-mir-4665-3p
ve hsa-mir-6737-3p’nin Real-Time PCR yontemi ile validasyonu yapilip elde edilen Ct
degerlerinin “Wilcoxon test” ile biyoinformatik analizleri yapilmistir. “Pathway studio”,
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“DIANA TOOLS” ve “TargetScan” veri tabanlari ile aday 3 mikroRNA nin over kanserinde
hedefledigi genler tespit edilmistir. Hsa-mir-200c-3p’nin (p=0.0273, AUC=0.83) anlatiminin
epitelyal over kanseri doku 6rneklerinde anlamli bir sekilde arttig1 bulunmustur. Hsa-mir-4665-
3p (p=0.13, AUC=0.83) ve hsa-mir-6737-3p’nin (p=0.8457, AUC=0.50) anlatim artiglarinin
anlamli olmadig1 tespit edilmistir.

Aralik 2018, 73 sayfa.

Anahtar kelimeler: miRNA, over kanseri, erken teshis, Real-Time PCR, biyobelirteg.
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

VALIDATION OF ALTERED MIRNAS IN OVARIAN CANCER TUMORS

Efnan Elif TEKARSLAN

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Tuba GUNEL

Ovarian cancer is the fifth most fatal cancer type in developing populations. 90% of ovarian
cancer varieties have epithelial histology and they are called epithelial ovarian cancer. Early
diagnosis is important for survival in ovarian cancer. 5-year survival rate reaches 90% when it
1s diagnosed at an early stage. Early diagnosis cannot be diagnosed due to the mild symptoms
of ovarian cancer and a lack of biomarker with high specificity and sensitivity. MicroRNAs
are small non-coding RNA families and are effective in regulating a wide range of biological
processes including carcinogenesis. As a result of the researches, it has been emphasized that
the change of microRNA expressions is an important contribution to the development and
progression of ovarian cancer. With the whole wide genomic analysis, microRNAs have been
found to change their expression in many cancers, including ovarian cancer and it is emphasized
that microRNAs may be an effective biomarker

In the thesis, tissue samples were collected from 10 patients with epithelial ovarian cancer in
the same age range and ovarian cyst tissue samples were collected from 10 individuals as
control group and 3 microRNAs (hsa-mir-200c-3p, hsa-mir-4665-3p and hsa-mir-6737-3p) that
were previously determined and differentiation of their expression by microarray method were
validated by Real-Time PCR method. According to the results of the microarray method, these
3 microRNAs were found to be increased in the epithelial ovarian cancer tissues. Hsa-mir-200c-
3p, hsa-mir-4665-3p and hsa-mir-6737-3p were validated by Real-Time PCR method,
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bioinformatic analysis of obtained Ct values were done by “Wilcoxon test”. The genes targeted
in ovarian cancer were determined by using “Pathway studio”, “DIANA TOOLS” and
“TargetScan” databases. The expression of hsa-mir-200c-3p (p=0.0273, AUC=0.83) was
found to be significantly increased in epithelial ovarian cancer tissue samples. Increase of hsa-
mir-4665-3p (p=0.13, AUC=0.83) and hsa-mir-6737-3p’s (p=0.8457, AUC=0.50) expression
were not significant.

December 2018, 73 pages.

Keywords: miRNA, ovarian cancer, early diagnosis, Real-Time PCR, biomarker.
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1. GIRIS

Over kanseri (OK) diinya ¢apinda kadinlarda en sik goriilen jinekolojik kanser tiirtidiir
(Srivastava ve dig., 2017, Deb ve dig., 2018). Epitelyal over kanseri (EOK), over kanseri
vakalarinin %90°nin1 olusturmaktadir. EOK’deki hafif ve yaygin semptomlar nedeniyle,
hastaligin erken evrede teshis edilmesi zordur. OK’nin goriilme oranlar1 55-64 yas arasindaki
kadinlarda en yiiksektir. OK hastalarinin yalnizca %19°u erken evrede teshis edilebilmektedir
ve 5 yillik sag kalim oran1 EOK erken evrede teshis edilirse %90°dir. Hastalik {ist abdomende
veya viicudun diger bolgelerine yayildiginda (evre III ve IV) 5 yillik sag kalim orant %20’ye
diismektedir (Kinose ve dig., 2014). EOK nin bes farkli histotipi vardir: yiiksek dereceli ser6z
(70%), diisiik dereceli serdz (5%), endometrioid (10%), berrak hiicre (10%) ve miisindz (3%).
Histotiplerin her birinin spesifik genlerdeki mutasyonlar ile iliskili oldugu ve farkli klinik
bulgulart oldugu bulunmustur. Giiniimiizde EOK i¢in tanisal yontemler pelvik muayene,
transvajinal ultrason (TVS) ve serum kanser antijen 125 (CA125) 6l¢iimiidiir ancak bu
yontemler EOK’nin erken evre tanisi igin yetersiz kalmaktadir (Testa ve dig., 2018). EOK
nedenli dliimlerin azalmasi i¢in erken tan1 6nemli olup, hastaligin erken evrelerine duyarl
spesifik bir biyobelirteg bulmak énem arz etmektedir. Ideal over kanseri biyobelirtecleri yaygin
bir tarama siirecinde kullanilacaktir ve klinisyenlerin asemptomatik kadinlarda EOK teshis

etmesini saglayacaktir (Zhang ve dig., 2011).

MikroRNA’lar (miRNA’lar) 18-25 niikleotid uzunlugunda, kiiciik kodlama yapmayan RNA
(ncRNA)’larin bir siifidir. MiRNA’lar hiicre ¢ogalmasi, gelisme, farklilasma, apoptoz gibi
cesitli biyolojik siireclerde yer alir. MiRNA’lar farkli kanser formlarinda anormal anlatim
ifadeleri gosterirler. Tiimdr baskilayici genler veya onkogenler olarak gorev alirlar ve bu
nedenle OK gelisiminde miRNA’larin anlatimlar1 6nemlidir. Biyobelirte¢ olarak miRNA'larin
kullanilmas1 ve gelistirilmesi i¢in kullanilan baslica teknikler; mikrodizilim, yeni nesil dizileme
(NGS) ve kantitatif ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) ‘dur. Mikrodizilim,
miRNA anlatim profillerini ve kansere bagli miRNA'lar1 tanimlamak i¢in kullanilan baslica
tekniklerdendir. Ancak bu teknik genelde bilinen miRNA’lar1 goriintiilemektedir. NGS’nin
mikrodizilim teknigine tstiinliigli herhangi bir 6n bilgiye ihtiya¢ duyulmadan 6rnekteki tiim

RNA’lar icin bilgi saglamasidir. qRT-PCR teknigi ise en sik kullanilan, maliyeti ve is yiikii az



olan bir molekiiler tekniktir. Genom c¢apinda profilleme ile elde edilen bilgilerin dogrulanmasi

icin kullanilmaktadir (de Planell-Saguer ve Rodicio, 2013).

Biyoinformatik analizler ile biyolojik verilerin daha genis 0l¢ekte saptanmasi ve islenmesi
saglanir. Biyoinformatik analizler ile miRNA'larin hedef dizilerinin belirlenmesi, miRNA'nin
tanimlanmasi veya validasyonu, miRNA anlatimlarinin sinyal ve metabolik yolaklarinin
belirlenmesi, miRNA’larin transkripsiyon faktoriinlin tanimlanmasi ve hastaliklar ile

miRNA’larin baglantisi ve etkilesimi gibi analizler yapilabilmektedir (Zafar, 2017).

Tez kapsaminda mikrodizilim yontemiyle EOK tiimdr dokularinda basit over kistlerine gore
anlatimlariin arttig1 belirlenen hsa-mir-200c-3p, hsa-mir-4665-3p ve hsa-mir-6737-3p’nin

Real-Time PCR (qRT-PCR) yontemiyle validasyonu yapilmaistir.

Hsa-mir-200 (miR-200) ailesi, iki farkli genomik bolgede iki kiime olusturan bes liyeden
olugmaktadir. Hsa-mir-200b, hsa-mir-200a ve hsa-mir-429 1. Kromozomda (1p36.33)
yerlesmis olup kiime 1°1 olusturmaktadir. Hsa-mir-200c ve hsa-mir-141 12. Kromozomda
(12p13.31) yerlesmis olup kiime 2’yi olusturmaktadir. Mir-200 ailesi omurgali tiirler arasinda
yiiksek oranda korunmustur. OK’de yapilan karsilastirmali genomik hibridizasyon ¢alismasi
miRNA genlerini iceren lokuslardaki degisikliklerin anormal miRNA anlatim profillerine
neden oldugunu gostermistir. Ozellikle mir-200 ailesine ait genlerde kopya sayisi artist
gozlemlenmistir. Bunun sonucunda mir-200’{in anlatiminda artig goriilmiistiir (Humphries ve

Yang, 2015).

Literatiirde hsa-mir-4665-3p ve hsa-mir-6737-3p’nin ¢esitli hastaliklarin mikrodizilim teknigi
kullanilarak miRNA profillerinin belirlenmesi ile anlatim seviyelerinde farkliliklar olduguna
dair bilgiler bulunmaktadir. Hsa-mir-4665-3p’nin vitiligo, kolon kanseri, narkolepsi ve yemek
borusu kanseri, hsa-mir-6737-3p’nin ise vitiligo ve nonsendromik yarik dudak patolojilerindeki
anlatim profillerine iliskin veriler dikkat cekmektedir (Mosakhani ve dig., 2017, Shang ve Li,
2017, Zhang ve dig., 2017, Zou ve dig., 2016, Peng ve dig., 2017).

Tez kapsaminda qRT-PCR sonuglarinin “Wilcoxon test” ile degerlendirilmesi ve ROC
“Receiver Operating Characteristics” (Alic1 Islem Karakteristikleri) analizi ile dogrulugunun
tespit edilmesi sonucunda sadece hsa-mir-200c-3p’nin anlatiminda (p=0.0273, AUC=0.83)
anlaml bir artis oldugu belirlenmistir. Hsa-mir-200c-3p, hsa-mir-4665-3p ve hsa-mir-6737-
3p’nin gen regiilasyonuna etkilerini tespit etmek amaciyla “TargetScan”, “DIANA TOOLS”



ve “Pathway Studio®” (v11.4.0.8) veri tabanlar1 kullanilmistir. Bu analizler sonucunda hsa-mir-
200c-3p’nin ZEBI “zinc finger E-box binding homeobox 1", ZEB2 “zinc finger E-box binding
homeobox 2, VEGFA “vascular endothelial growth factor A” ve TUBB3 “tubulin beta 3 class

11" gibi genlerin over kanserinde anlatimlarin1 baskiladigi belirlenmistir.

Bu tez ¢alismasi, over kanseri doku 6rneklerinde anlatimi artmis olan miRNA ’larin over kanseri
erken tanisinda kullanilmasinin tespiti i¢in onemlidir. Hsa-mir-200c-3p’nin over kanserinin
erken tanisinda kullanilmak {izere aday biyobelirteglerden birisidir. Hsa-mir-4665-3p ve hsa-

mir-6737-3p’nin over kanserine etkisinin belirlenmesi i¢in literatiire katkida bulunacaktir.


https://www.elsevier.com/solutions/pharmapendium-clinical-data

2. GENEL KISIMLAR

2.1.0VER KANSERIi

Overler uterusun her iki tarafinda bulunan ve pelvisin lateral duvarina bitisik eslestirilmis kadin
tireme organlaridir (Sekil 2.1). Overler oval sekillidir ve 2-3 cm biiyiikliiglindedir. Pembemsi
gri renkte olup diiz olmayan bir yiizeye sahiptirler. Overler, uterusa fallop tiipleri veya

yumurtalar1 uterus bosluguna tasiyan yumurta kanali ile baglanir. Overlerin {i¢ islevi vardir:

e Yumurtalar: barindirmak ve korumak

e Ostrojen ve progesteron adi verilen disi iireme hormonlarim1 ve daha az seviyede
bulunan relaksin ve inhibin ad1 verilen hormonlari iiretmek

e Opviilasyon; overin bir yumurtayr ya da bazen daha fazla yumurtayr her bir adet

dongiistinde serbest birakmak (Desai ve dig., 2014)

Fallop tiipii Uterus Fundus Yumurta kanali

\ Py |
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Sekil 2.1: Kadin iireme sistemi'.

! https://www.livescience.com/58862-ovary-facts.html[Ziyaret tarihi:14.08.2018]


https://www.livescience.com/58862-ovary-facts.html%5bZiyaret

Over kanseri (OK) kadinlarda goriilen kanser tiirleri arasinda en 6liimciil besinci kanser tiirtidiir
(Testa ve dig., 2018; Prahm ve dig., 2016). 2017 yilindaki istatistiklere gore ABD’de 22,140
kisiye OK teshisi konulmustur ve bu say1 tiim kanser teshislerinin %1,3 {inii kapsamaktadir.
Ayrica 2017 yilinda kanserden dolay: dliimlerin %2,3’iinii OK 6liimleri olusturmaktadir (Testa
ve dig.,2018). Over kanseri vakalarinin %90 nini epitelyal over kanseri (EOK) olusturmaktadir.
Erken belirti ve semptomlarinin azligi nedeniyle EOK ‘Silent Killer’ ‘Sessiz Katil’ olarak
adlandirilir (Prahm ve dig., 2016). Saglikli ve kanserli over karsilagtirilmast Sekil 2.2°de

sematik olarak verilmistir.

Saghkh over

Over kanseri

Sekil 2.2: Saglikli over ve over kanseri gosterimi?.
2.1.1.0VER KANSERININ BIYOLOJiSI

Over kanseri biyolojisi ve evriminin anlasilmasi oldukca zordur. Bunun ana nedenlerinden biri,
timor hiicrelerinin overin normal hiicrelerine fenotipik olarak benzememesidir (Karnezis ve
dig., 2017). EOK olusumunun nedenleri arasinda over yiizeyi, periton veya fallop tiipii
epitelinin malign transformasyonu bulunmaktadir. Yapilan arastirmalarda {ireme ve

yumurtlama ile iliskili faktorlerin EOK olusumunda en biiyiik etkiye sahip oldugu

*https://universityhealthnews.com/daily/cancer/respond-quickly-to-ovarian-cancer-symptoms/[ Ziyaret tarihi:
19.07.2018]


https://universityhealthnews.com/daily/cancer/respond-quickly-to-ovarian-cancer-symptoms/%5bZiyaret

gosterilmistir.  BRCAI, BRCA2 ve diger genlerdeki somatik mutasyonlarin da EOK’nin

ilerlemesine yol agabilecegi gosterilmistir. EOK patogenezi i¢in bazi teoriler sunlardir:

e travma ile tekrarlanan ovulasyon
e asir1 gonadotropin sekresyonunun bir sonucu olarak artan dstrojen konsantrasyonlari
e yiiksek androjen konsantrasyonlari

e stromal hiperaktivite (Desai ve dig., 2014)

Morfolojik ve molekiiler genetik 6zelliklerine dayanarak, invaziv epitelyal kanserler, farkli
dogal oykiileri olan tip I ve tip II kanserlere ayrilirlar. Tip I kanserler yavas biiylir, tanidaki
overlerle iliskili kalmaktadir ve diisiik dereceli ser6z, diisiik dereceli endometrioid, miisindz ve
berrak hiicreli karsinomlari igerir. KRAS “Kras proto-oncogene”, BRAF “B-Raf proto-
oncogene” ve ERBB2 ‘“erb-b2 receptor tyrosine kinase 2” gibi spesifik mutasyonlarla
karakterizedirler ve nispeten daha 1yi prognoza sahiptirler. Daha iyi prognozun nedeni kanserin
erken evrede tespit edilmesine veya baska bir hastaligin seyrinde ortaya ¢ikmasina baghdir. Tip
II kanserler, epitelyal kanserlerin %70'inden fazlasina karsilik gelen daha agresif olanlardir ve
bunlarin yaklagik %80' ge¢ evrede saptanmaktadir. Tip II kanserler, yiiksek dereceli ser6z ve
endometrioid kanserleri, farklilagmamis tiimorler ve karsinosarkomlar1 icermektedir (Basu ve

Vale, 2017).
2.1.2. OVER KANSERININ ETiYOLOJISI ve RiSK FAKTORLERI

Farkl1 bireylerdeki OK’de coklu genetik ve epigenetik anomaliler bulunmustur. Genlerin
aktivasyonu amplifikasyon, mutasyon ve hipometilasyon yollariyla meydana gelirken, genetik
inaktivasyon ise biiyiik kromozomal bolgelerin silinmesinden, belirli lokuslarda ve promotor
metilasyonunda daha sinirli heterozigozite kaybindan (LOH) kaynaklanmaktadir (Matulonis ve

dig., 2016).

Overi kaplayan epitel hiicreler genellikle canlilifin1 kaybetmistir ve diisiik proliferatif indekse
sahiptirler. Olgun folikiiller, oositleri serbest birakmak icin yirtildiktan sonra epitel hiicreler
over yiizeyindeki hasari onarmak i¢in ¢ogalirlar. Yumurtlama dongiisiiniin sayisini arttiran
epidemiyolojik faktorler; menstriiasyonun erken baslamasi, ge¢c menopoz ve infertilite OK
riskini artirirken, ovulasyonu azaltan faktorler ise; ¢ogul gebelikler, uzamis laktasyon OK

riskini azaltmaktadir (Matulonis ve dig., 2016).



Bir dizi genetik faktor, OK gelisme riski ile iligkilidir. BRCA 1 ve BRCA2 mutasyonlar1 OK i¢in
bilinen en onemli genetik risk faktorleridir. BRCA'daki mutasyonlar meme kanseri, pankreas
kanseri, prostat kanseri, melanom ve ser6z endometrial kanser gibi diger kanserlerin de riskini
artirtr. EOK’nin alt tiplerinin ¢ogu, germ hatti BRCA mutasyonlar ile iligkilidir. Hem gen
icindeki BRCA mutasyonunun konumu hem de mutasyon tiirii, over kanseri gelisme riskini
etkilemektedir. Meme kanseri ya da over kanseri riski; germ hatti BRCAIl ya da BRCA2
mutasyonlart olan hastalarda mutasyon tipine, niikleotid pozisyonuna ve mutasyonun

fonksiyonel sonucuna gore degisebilmektedir (Matulonis ve dig., 2016).

Lynch sendromu gibi kalitsal bozukluklar over kanseri riskini artirabilir. Lynch sendromu
kolorektal, endometriyal ve over kanseri ile iliskilidir, fakat ayn1 zamanda idrar yolu, mide, ince
bagirsak ve safra yolu kanserleri ile de iliskili olabilir. Sendrom, farkl frekanslarda mutasyona
ugramis olan MLHI “mutL homolog 1, PMS2 “PMSI homolog 2", MSH?2 “mutS homolog 2"
veya MSH6 “mutS homolog 6”'; DNA yanlis eslesme “mismatch” onarim sisteminin genlerinde

bir germ hatti mutasyonunun kalitilmasi ile karakterize edilir (Matulonis ve dig., 2016).

Over kanseri gelisme riski oranlari, BRCAI mutasyonu, BRCA2 mutasyonu veya Lynch

sendromu olan hastalar i¢in sirasiyla %40, %20 ve %4-11'dir (Davidson ve Trope, 2014).

Hormon replasman tedavisinin postmenopozal kadinlarda over kanseri gelisme riskini artirdigt
gosterilmistir; sadece Ostrojen tedavisi %22 oraninda artirmig, birlikte verilen Ostrojen ve
progesteron tedavisi ise riski %10 artirmistir. Bununla birlikte, bir meta-analiz, sadece dstrojen
veya Ostrojen ve progesteronun bir kombinasyonunu igermesine bakilmaksizin, hormon
replasman tedavisi kullanan menopoz donemindeki kadinlarda, 6zellikle ser6z ve endometrioid
karsinomlar olmak {izere over kanseri gelisme riskinde benzer bir artis oldugunu gostermistir
(Matulonis ve dig., 2016). Bir¢ok ¢alisma obeziteyi, menopoz sonrasi over kanserinin gelisimi

i¢in olast bir risk faktorii olarak tanimlamistir (Matulonis ve dig., 2016).
2.1.3.0VER KANSERININ SINIFLANDIRMASI

EOK c¢ok cesitli tiimor morfolojileri, klinik belirtiler ve altta yatan genetik degisiklikler
gosteren heterojen bir neoplazm grubudur (Karst ve Drapkin, 2010). OK’nin patolojik
degerlendirmesi ve timor evreleri lenf nodlari, doku biyopsisi ve abdominal sivinin da

cikarilmast dahil olmak {izere kanserin cerrahi degerlendirmesine dayanmaktadir ve



Uluslararas1 Jinekoloji ve Obstetrik Federasyonu (FIGO) evreleme sistemine gore

derecelendirilir (Tablo 2.1) (Matulonis ve dig., 2016).

Tablo 2.1: Over Kanseri (OK) Evreleri (Jayson ve dig., 2014).

Evre I: Tiimor overlerle siirh

e la: Timor bir over ile sinirlt
e Ib: Tiimor iki overde de bulunmakta
e Ic: Tek ya da iki overin yilizeyinde tiimor bulunan Ia veya Ib, yirtilan kapsiil, sitolojik

olarak pozitif assit ya da pozitif peritoneal yikama
Evre II: Tiimor pelvise yayilmakta

e [la: Tiimor tiipleri, uterusu ya da her ikisini birden etkilemekte
e IIb: Diger pelvik dokular1 etkilemekte
e [lc: Tek ya da iki overin ylizeyinde timor bulunan Ila veya IIb, yirtilan kapsiil,

sitolojik olarak pozitif assit veya pozitif peritoneal yikama
Evre III: Timor abdomen bosluga ve/veya lenf diigiimlerine ulagsmakta

e [IIa: Tiim6r abdomen duvarini etkilemekte
e [IIb: Abdomen duvarindaki tiimérler 2 cm ¢apina ulagmakta

e [Illc: Yayilim lenf diiglimlerine ulasmakta

Evre IV: Uzak metastaz (tiimor uzak organlara yayilmaya baslamakta)

Tlimorlerin her bir alt tipi 1yi huylu (benign), malign olarak ya da diisiik ve ytliksek dereceli
tiimorler olarak smiflandirilabilir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), baskin epitelyal hiicre tipine
gore (kanserlerinin %80'ini temsil eden) EOK’ni kategorize etmistir (bkz. Sekil 2.3):

1. Serdz tiimorler (diisiik dereceli ve yiiksek dereceli ser6z tiimdrler)
Miisindz tiimorler

Endometrioid timorler

Ll

Berrak hiicreli timorler



diistik dereceli §55

i

yiiksek dereceli |

o

berrak hiicreli miisindz

=y

Sekil 2.3: Epitelyal over kanseri (EOK) histotipleri (Cho ve Shih Ie, 2009).

2.1.3.1.Seroz Tiitmorler

Ser6z alt tipi tiim EOK vakalariin %60-80'ini olusturur, ancak bu vakalarin sadece %25'1 erken

evrede (evre I veya II) tespit edilir. Bu tip tiimorler fallop tiip epitelyumuna benzemektedirler.
Serdz over kanseri i¢in iki kademeli bir siniflandirma 6nerilmistir;

1. Disiik dereceli ser6z tiimorleri

2. Yiksek dereceli seréz timorleri

Diisiik dereceli ser6z karsinomlar1 ¢ok nadir tiimorlerdir. Genetik olarak stabildirler ve diisiik
sayidaki genetik mutasyonlar ile karakterizedirler. Bu nedenle, prekiirsorlerinden yavas yavas
gelisirler. Ayrica, benign ser6z kistadenomdan, ser6z sinir ¢izgisi timorlerine (SBT'ler) ve daha
sonra diislik dereceli serdz karsinomaya kadar seviye seviye gelisim gosterirler. Diisiik dereceli
serdz timorlerinde p53 mutasyonlar1 nadir olarak goriilmektedir. Bu karsinomlar, SBT'lerine
cok benzeyen bir DNA igerigine ve kopya sayis1 degisikliklerine sahiptirler. Yiiksek dereceli
serdz karsinomlari, over kanserinin %68'ini olusturur ve genellikle ileri evrede (evre Il ve IV)
teshis edilen yliksek dereceli klinik olarak agresif neoplazmlar oldugundan en kétii prognoza
sahiptirler. U¢ anatomik bélge yiiksek dereceli serdz tiimérlerinin potansiyel kaynagidir:

ovaryan ylizey epiteli, fallop tiip epiteli ve peritonal kavitenin yiizeyini kaplayan mezotelyum.
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Olgularin yaklasik %80'inde TP53 “tumor protein p53” gen mutasyonlar1 goriilmektedir.
BRCAI ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar, kalitsal yiiksek dereceli ser6z tiimor vakalarinin

%090" ile iligkilidir (Koshiyama ve dig., 2017)
2.1.3.2.Miisinoz Tiimorler

Miisindz tiimorler epitelyal over tlimorlerinin en sik goriilen ikinci formudur ve tiim epitelyal
over tiimorlerinin yaklasik %35'ini olustururlar. En sik erken evrede teshis edilen OK tiiriidiir.
Miisindz tiimorleri genellikle intestinal veya endoservikal epitelyuma benzemektedir. Miisindz
tiimdrlerinin medyan ¢ap1 18 ila 20 cm arasindadir ve overlerle sinirli kalmaya egilimlidir.
Ayrica, birincil over miisindz tiimorlerini, kolon/rektum, apandis, serviks veya pankreasta
bulunan metastatik miisindz tiimorlerinden ayirt edilmesi zor olmaktadir (Desai ve dig., 2014).
Bu nadir kanser tiiri yaklasik %100 KRAS mutasyonuna ve yiiksek oranda HER2 “Human
epidermal growth receptor 2" amplifikasyonuna sahiptir (Desai ve dig., 2014). Miisin6z over

kanseri, platin (kemoteropotik ajan) tedavisine nadiren cevap vermektedir (Testa ve dig., 2018).
2.1.3.3.Endometrioid Tiimorler

Endometrioid tiimdrler tim EOK’nin yaklasik %20'sini olusturmaktadir. Bu timor tipi
endometriyal bezleri andirmaktadir ve endometriozis kaynakli oldugu disiiniilmektedir.
Hastalik evresine bakilmaksizin serdz tiimorlere gore daha iyi sag kalim ile iliskilidirler. Ailede
veya kisisel olarak kolon veya endometrial kanser Oykiisii olan kadinlar daha yiiksek risk
tasirlar. Endometriozisi olan kadinlar da bu nadir goriilen OK tipini gelistirme riskini

arttirmaktadir (Desai ve dig., 2014).
2.1.3.4.Berrak Hiicreli Tiimorler

Berrak hiicreli tiimorler OK vakalarinin %10'undan daha azini olusturan nadir bir OK tiiriidiir.
Berrak hiicreli timorlerin de endometriozisden dolay1 olustugu diisiiniilmektedir. Adin1 tagidig:
histolojik 6zellige bagli olarak “berrak hiicreler” icerdigi icin almistir. Platin ve taksan bazli
kemoterapiye yaniti diisiik oldugu i¢in prognozu kotiidiir. (Desai ve dig., 2014). Gen anlatim
calismalar1 sayesinde sadece berrak hiicreli tiimorlerde anlatimi artmis genler bulunmustur.
Bunlar arasinda GPX3 “Glutathione peroxidase 3, SOD2 “Superoxide dismutase 2"’ ve GLRX
“Glutaredoxin” bulunmaktadir. Bunlar gibi oksidatif stres cevabinda rol oynayan genlerin asir1

anlatimi ile bu tliimdriin kemoterapiye karsi direncin agiklanmasina yardimcei olmaktadir (Testa
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ve dig., 2018). ARID1A “AT-rich interaction domain 14" timdr baskilayici genindeki somatik
mutasyonlar, siklikla berrak hiicreli tiimorlerde tanimlanmistir (Koshiyama et al., 2017).

EOK’de tanimlanmig mutasyonlar Sekil 2.4’te 6zetlenmistir.

OVER KANSERI

l

EPITELYAL
OVER KANSERI

. s, P W WA N\

Yiiksek dereceli Diisiik dereceli Miisingz Endometrioid
seroz timorler seroz timorler tiimérler o tumarler o Berrak hiicreli
tiimaorler
o IP33 s BRAF & AKRAS o ARIDIA
«  BRCAIve o KR4S % ORI «  PIK3CA * R
BRCA2 e NR4S o Amplifi e DPTEN s PI3KCA
« NFI e ERBB2 kasyon e  PPPIRIG » PTEN
« RBI Jg i + CTNNBI
«  CDKI2 yeimezligi + PPP2RIa
e  Homolog )
rekombinasyen
onatim genleri

e I J & P J\_ J

Sekil 2.4: Epitelyal over kanserinin alt tipleri ile iligkili mutasyonlar (Banerjee ve Kaye, 2013).

2.1.4.0VER KANSERININ TESHISI

OK klinik, hiicresel ve molekiiler diizeyde farkli biyoloji ve davranisa sahiptir. Klinik olarak,
OK genellikle pelviste karmagik bir kistik kitle halinde bulunur. OK sessiz katil olarak
adlandirilsa da hastaligin hala overlerle sinirli oldugu durumlarda bile hastalarin %80'den
fazlas1 EOK semptomlarim1 gostermektedir. Bununla birlikte, bu semptomlar birgok yaygin
gastrointestinal, genitoliriner ve jinekolojik durumlarda da goriildiigii i¢in heniiz erken teshis

i¢in yeterli degildir (Bast Jr ve dig., 2009).
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2.1.4.1. Over Kanserinin Teshisinde Kullanilan Yontemler

Tarama, bir testin asemptomatik risk altindaki bir popiilasyona, daha erken veya daha
iyilestirilebilir bir agamadaki hastalig1 saptamak i¢in yapilan testlerin bir kombinasyonu olarak
tanimlanir (Koshiyama ve dig., 2017). Tarama sonucunun pozitif ¢itkmasi durumunda, hastalik
tedavisine yonelik daha fazla arastirmaya ve ardindan uygun tedaviye ihtiya¢ vardir. Niifusun
ortalama kanser riski taramasi, genel olarak her uygun bireyin kalitatif tarama, ileri tam1 ve
tedavi hizmetlerine esit erisime sahip oldugu bir halk sagligi programi kapsaminda ele
alinmaktadir. Boyle bir halk sagligi programi aracilifiyla tarama yapmak i¢in uygun olan bir
hastalig1 segme kriteri 1968'de Diinya Saglik Orgiitii (WHO) igin Wilson ve Jungner tarafindan
tanimlanmistir ve bu kriterler hala kiiclik degisiklikler uygulanmaktadir. Herhangi bir kanser
tarama testinin en dnemli 6l¢iitii, tarama testinin hedef popiilasyondaki s6z konusu kanserden
O0lim oranin1 azaltma yetenegi olabilir. Ayrica, testlerin giivenli olmasi igin, niifus
uygulamasinda uygulanabilmesi ve taramadan kaynaklanan potansiyel zararlarin (yanlis pozitif
tan1 ve sonugta olusan miidahaleler) kabul edilebilir sinirlar icinde olmas1 ve faydalarin olasi
zararlardan daha agir basmasi gerekmektedir (Basu ve Vale, 2017). OK tespiti i¢in giiniimiizde

cesitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler sirasiyla asagida agiklanmistir:
e Pelvik Muayenesi

Pelvik muayene, transvajinal ultrasonografi (TVS) ve serum CA-125 seviyesinin tespiti over
kanserinin saptanmasinda standart yontemlerdir. Bununla birlikte, yalnizca pelvik muayene
erken tanit veya premalin bir lezyonu normal bir yumurtaliktan ayirmada etkili degildir.
Yalnizca pelvik muayeneye dayali pelvik kitlenin saptanmasinin duyarliligr %40 ve 6zgilligu
%90 oranindadir. Bu oranlar ile yalnizca pelvik muayenenin etkili bir tarama testi olmadigi

kanitlanmaktadir (Nguyen ve dig., 2013).
e Kan Testleri

Kanser teshisi konulmasi i¢in kirmizi kan hiicresi, beyaz kan hiicresi ve trombosit seviyelerini
belirlemek amaciyla kan sayimi testleri gerekmektedir. Baz1 over stromal tiimorleri, inhibin,
Ostrojen ve testosteron gibi hormonlarin kanda yiikselmesine neden olur. Ayrica, OK tespiti

icin kandan CA-125 (kanser antijen 125) testinin de yapilmasi gerekmektedir. Yiiksek CA-125
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seviyesine (>35 U/ml) sahip kadinlarin over kanseri olma riski yiiksektir (American Cancer

Society, 2018).

e Tanisal Goriintiileme

Transvajinal ultrasonografi (TVS), adneksin (overlerin ve tiiplerinin birlikte degerlendirilmesi)
degerlendirilmesi i¢in tercih edilen ilk tan1 yontemidir. Bununla birlikte, over kanserinin kesin
tanist icin TVS’nin duyarliligi ve 6zgilligi smirlidir (Nguyen ve dig., 2013). TVS, over
kitlelerinin saptanmasini kolaylastiran, over boyutu ve seklinin ayrintili goriintiilerini saglayan,
invaziv olmayan bir tekniktir. TVS sadece over hacminde belirgin bir artisa neden olan
tiimorleri saptayabilmektedir. Over genislemesinden once overden diger pelvik bolgelere hizla
yayilabilen serdz tip tiimorleri saptamada yetersiz kalmaktadir. TVS taramasi yanlis pozitif
sonuglara egilimlidir, ¢linkii malin over tiimdrleri, postmenopozal kadinlarda oldukg¢a yaygin
goriilen kist ve fibromlar gibi benign adneksiyal kitlelerden ayirt edememektedir. Tek basina
TVS uygun bir 6n-tarama tarama testi olmamakla, serum biyobelirte¢ testinden sonra yararl

bir ikincil tarama araci olarak kullanilabilir (Karst ve Drapkin, 2010).
e Laparoskopi

Laparoskopide, doktorun overlere ve diger pelvik organlara ve dokulara bakabilecegi ince ve
151kl bir tiip kullanilir. Tiip alt karin bolgesindeki kiiciik bir kesikten gegcirilir ve pelvis veya
karm goriintiilerini bir video monitoriine gonderir. Laparoskopi, cerrahiyi veya diger tedavileri
planlamaya yardimci olan ve doktorlarin kanserin asamalarini dogrulamasina yardimei

olabilecek organlarin bir goriiniimiinii saglamaktadir (American Cancer Society, 2018).

e Kolonoskopi

Kolonoskopi, kalin bagirsagin i¢ kismini incelemek i¢in kullanilan bir tekniktir. Kolon ve
rektumun tiim uzunlugunu kolonoskopla, ince, esnek, 151kl bir tiiple ve sonunda kiiciik bir video
kamerayla inceler. Inceleme sirasinda goriilen herhangi bir kitle biyopsi ile test edilebilir. Bu
prosediir, kolorektal kanserin tespiti i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (American Cancer

Society, 2018).
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e Biyopsi

Biyopsi; farklilasmanin kanser olup olmadiginin kesin olarak belirlenmesinin tek yoludur.
Stipheli alandan kesit alinir ve mikroskop altinda incelenir. OK i¢in, biyopsi ¢ogunlukla tiimor
cikartilarak yapilir. Nadir durumlarda, siipheli bir OK, laparoskopi prosediirii sirasinda veya
dogrudan karindan tiimdre yonlendirilen bir igne ile biyopsi yapilabilir. Genellikle igne,
ultrason veya bilgisayarli tomografi (CT) taramasi ile yonlendirilir. Bu sadece ilerlemis kanser
veya baska ciddi tibbi durumlar nedeniyle ameliyat yapilamazsa uygulanir, ¢iinkii bir biyopsi
kanserin yayilmasina neden olabilir. Eger assit (batin i¢inde siv1 birikmesi) olusumu varsa,

kanserin teshisi i¢in sivi 6rnekleri de kullanilabilir (American Cancer Society, 2018).

2.2.0VER KANSERINDE TUMOR OLUSUMU VE TUMOR OLUSUMUNU
ETKILEYEN FAKTORLER

Hiicre proliferasyonu, kanserin en Onemli ayirt edici Ozelligidir ve diizensizligi timor
olusumunun 6nde gelen nedenlerindendir. Hiicre dongiisii, hiicre proliferasyonunu tesvik etmek
ve engellemek arasindaki dengeyi saglamak i¢in hiicre i¢i diizenleyiciler ve hiicre dis1 sinyal
molekiilleri tarafindan kontrol edilir. Hiicre biiylimesi veya boliinmesi kontrolden ¢iktiginda
hiicreler kanserlesmeye baslar. Yillar siiren c¢aligmalarda, bazi mikroRNA (miRNA)'larin
islevsel olarak birden ¢ok kritik hiicre proliferasyon yoluna entegre oldugu ve bu miRNA'larin
isleyisinin bozulmasinin, biiyiime baskilayicilarindan kaginma ve kanser hiicrelerinde
proliferatif sinyallesmeyi siirdiirmekten sorumlu oldugu bulunmustur. Bir transkripsiyon
faktorii ailesi olan E2F proteinleri, hiicre dongiisiine bagimli bir sekilde hiicre
proliferasyonunun kritik diizenleyicilerindendir. Yapilan calismalarda miRNA'larin E2F
ifadesinin diizenlenmesinde yer aldigini1 gostermektedir. E2F iiyesi olan E2F1, G1/S geg¢isi
sirasinda 66 hedef gen transkripsiyonunu indiiklemektedir ve E2F1 anlatimi eksik olan
farelerde cesitli kanser tiirleri olusumu goézlemlendigi icin bir tiimor baskilayici olarak
tanimlanir. Hiicre dongiisii ilerlemesi, miRNA'lar tarafindan genis capta diizenlenmis olan
farkl: siklinlere, siklin bagli kinazlara (Cdks) ve bunlarin inhibitorlerine baghdir (Hatfield ve
dig., 2005). Apoptozdan kagma, miRNA'lar tarafindan diizenlendigi diisliniilen, timor
progresyonunun bir bagka belirleyici 6zelligidir. Tiimdr hiicreleri, apoptozu siirlamak veya
atlatmak icin ¢esitli stratejiler gelistirir. Bunlar arasinda, p53 tiimoér baskilayict fonksiyonunun

kaybr en yaygin olanidir. Apoptozdan kaginmanin alternatif yollar1 arasinda, antiapoptotik
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regiilatorlerin artig1, proapoptotik faktorlerin baskilanmasi ve ekstrinsik ligandlarin yol actigi
Oliim yolunun inhibe edilmesi yer alir. Anti-apoptoza katilan bilesenler miRNA'lar tarafindan
genis Olciide inhibe veya aktive edilir (Peng ve Croce, 2016).

Kanser biyolojisinde, bir “driver”, siiriicii diisiincesi, tiimérogenezi baglatan 6nemli genetik
mutasyonlar1 tanimlamak i¢in kullanilir, kanser hiicresine dogrudan veya dolayli olarak segici
bir biiylime avantaj1 saglayan genetik mutasyonlar, “driver mutations” siiriicii mutasyonlar1
olarak adlandirilir. Siiriicii mutasyonlarin1 barindiran ve kanser hiicrelerine biiylime avantaji
saglayan iki gen smnifi; onkogenler ve tiimor baskilayici genlerdir. Tiimor baskilayict genleri
susturan onkogenler veya aktive edici mutasyonlar, kanser hiicrelerinin hiicre boliinmesindeki
kontrol noktalarindan kagmasina ve tiimor biiytimesini desteklemesine izin verir (Chatterjee ve
dig., 2018). Pek ¢ok bilinen tiimdr baskilayici genler over onkogenezinde rol oynamaktadir.
Onkogenlerin tek bir genetik olay ile aktive edilebilmesine ragmen, bir timor baskilayict
geninin islevini kaybetmesi i¢in her iki allelinin de etkisiz hale getirilmesi gerekir (Matulonis

ve dig., 2016).
2.2.1.METASTAZ OLUSUMU

Kanser, molekiiler ve fenotipik 6zelliklere sahip heterojen bir hastaliktir. Diinya ¢apinda dnde
gelen 6liim nedenlerinden biridir ve yeni vakalarin sayisi giin gectikce artmaktadir. Onemli
olarak, kansere bagli dliimlerin %901 metastazdan ve tiimor hiicrelerinin viicuttaki uzak
organlara yayilma 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir. Kanser metastazi zorlu ve 6liimciil bir
miicadeledir. Metastatik kanseri tedavi etmek icin etkili terapiler yoktur. Metastatik hastalik
riski yiiksek olan hastalar1 tanimlamak i¢in maliyet, zaman ve biyobelirteglerin eksikligi
nedeniyle, erken evre kanserli hastalarda metastaz Onleme c¢alismalarini yiiritmek zor
olmaktadir. Bu nedenle, metastaz icin yeni prognostik belirtecler, spesifik anomalileri
hedefleyen yeni ajanlar ve tedaviye yanit i¢in etkili prediktif belirtecler gelistirmek acildir.
2007'den bu yana, onkogenlerin diizenlenmesi, tiimor baskilayic1 genler, metastaz genleri,
kanser kok hiicre ozellikleri, epitelyal-mezenkimal gecis (EMT), mikro gevre ve ekzosom
sekresyonu gibi miRNA aracili metastaz diizenlemesinin altinda yatan g¢esitli mekanizmalar
tanimlanmistir. Ayrica miRNA biyogenez enzimleri ve regiilatorleri de metastazda fonksiyonel
rol oynamaktadirlar. Metastaz stirecinde etkili olan miRNA regiilasyonu ilk kez 2007 yilinda
bildirilmistir. Ma ve dig. tarafindan yliriitilen bir ¢alismada, normal insan meme epitel

hiicreleri, metastatik olmayan gdgiis kanseri hiicreleri ve metastatik gogiis kanseri hiicreleri
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arasindaki miRNA anlatimlarin1 karsilastirilarak metastaza baglit miRNA'lar tanimlanmuistir.
Insan meme kanseri hiicre dizilerindeki miR-10b'nin asir1 anlatimimin ortotopik ksenogreft
modelinde akciger metastazi gelistirdigini bulmuslardir (Yoo ve dig., 2017). Spesifik
miRNA'larin tiimér metastazini destekledigi veya baskiladigi gosterilmesine ragmen, son
caligmalar miRNA biyogenezi diizenleyicilerinin de metastatik progresyonda fonksiyonel rol
oynadigin1 gostermistir. MiRNA biyogenezinde rol oynayan “Drosha” ve “Dicer” adli iki
enzimin kanserde regiilasyonu azalmaktadir ve bu iki proteinin diisiik anlatim seviyeleri, koti
klinik sonugclar ile iliskilidir. “Dicer” anlatimi diizenleyicileri, muhtemelen miR-200 aile
tiyeleri gibi miRNA'lar1 baskilayan metastaz modiilasyonu yoluyla, tiimor metastazinda rol

oynamaktadir (Kim ve dig., 2018).

Kanserli hiicreler, birincil over tiimoriinden tek hiicreler veya kiimeler olarak ayrildiktan sonra,
periton sivisinin omentuma fizyolojik hareketi ile taginan pasif bir mekanizma ile metastaz
yaptiklar diisiiniilmektedir. Over karsinom hiicreleri ayrilmadan ve metastatik yolculuklarina
baslamadan once, siklikla epitelyal hiicrelerin bazal membrana baglanmasini kolaylastiran ve
kanser hiicreleri arasindaki hiicreler arasi yapisikliklar1 gevseten bir epitelyal-mezenkimal
(EMT) gegisine ugrarlar. Komsu epitelyal hiicrelerin yapismasi i¢in kritik olan molekiillerden
biri, hiicre birlesme yerlerinde bulunan bir membran glikoprotein olan E-kaderin'dir. E-kaderin,
alfa ve beta katenin araciligiyla sitoplazma i¢indeki aktin mikrofilamentlerine baglanir, boylece
epitelyal hiicreleri birbirine baglar. Genel olarak, epitelyal kanserde E-kaderin kayb1 EMT ve
invaziv bir fenotip edinimi ile iliskilidir. Over karsinomasinda, assitlerde ve metastatik
bolgelerde bulunan kanser hiicrelerinin E-kaderin anlatimi primer over tiimoriinden daha

diistiktiir (Lengyel, 2010).
2.3.0VER KANSERINDE KULLANILAN BiYOBELIRTECLER

Over kanseri hastalarinda hayatta kalma oranlarini arttirmak, kemoterapdtik ilaclara verilen
yanitin izlenmesine yardimci olmak, OK taramasi ve erken saptanmasi i¢in spesifik ve daha

hassas biyobelirtegler kesfedilmeli ve gelistirilmelidir.
2.3.1. CA-125 VE HE4

CA-125 (kanser antijen 125) OK i¢in en yaygin olarak kullanilan biyobelirtectir. Seviyesi, evre
I epitelyal kanserlerin yaklasik %50'sinde ve evre Il epitelyal kanserlerin yaklasik %90'imda

(>35 U/ml) artis gostermektedir. Bununla birlikte, menstriiasyon, endometriozis, fibroid veya
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pelvik enflamasyon hastaligi sirasinda CA-125 seviyesinde artig goriilebilir (Basu ve Vale,
2017). Baz1 OK histotiplerinde CA125 anlatimi yapilmamaktadir. Ozellikle epitel olmayan
tiimdrler de (germ hiicreli ve seks kord stromal tiimorler) CA-125 glikoproteinin yapisal olarak
anlatimi yapilamamaktadir. CA-125'in anlatimi seréz tiimorlerde yiiksektir ancak miisingz
timorlerde daha diisiiktiir. Buna gore, EOK’nin %20'sinde CA-125 anlamh diizeyde ifade
edilmediginden, hastaligin erken evrelerinde diisiik duyarlilik ve Ozgiilliik gdstermektedir.
Ayrica Kafkas wrkindan kadinlarda, Afrikali ve Asyali kadinlardan daha yiiksek CA-125
konsantrasyonu goriilmektedir (Montagnana ve dig., 2017). Over Kanseri Risk Algoritmasi
(ROCA), bir kisinin seri CA-125 profilleri bilinen vakalar ve kontroller ile karsilagtirarak OK
olma riskini hesaplayan bir algoritmadir. Algoritma kadinin yasini, menopoz durumunu, risk
durumunu ve serum CA-125"in seri 6l¢imlerini zaman iginde bir skor tiretmek i¢in dikkate alir.
Algoritma orta dereceli ve yiiksek dereceli risk diizeyini tanimlar. Orta dereceli riskte CA-125
testi 3 ayda bir tekrarlanir ve risk tekrar hesaplanir. Risk derecesi yiikselen kadinlar da

transvajinal ultrason taramasi (TVS)’na basvurulur (Basu ve Vale,2017).

Insan epididimal protein 4 (HE4), insan kromozomu 20q12-13.1 {izerinde haritalanan WFDC2
“WAP four-disulfide core domain 2" geni tarafindan kodlanan 13 KDa olan bir proteindir.
Schummer ve dig. ilk kez HE4 geninin, over karsinomlu hastalarda saglikli kontrollere kiyasla
anlatiminin arttigini1 gostermislerdir (Schummer ve dig., 1999). Birkag yil sonra, Hellstrom ve
dig. over karsinomlu hastalarin serumunda HE4 konsantrasyonlarini 6l¢miis ve HE4'lin over
kanseri icin potansiyel olarak yararli bir biyobelirte¢ olabilecegini gostermistir (Hellstrom ve
dig., 2003). Asirt anlatimi yapilmis HE4'lin, OK hiicrelerinin proliferasyonu, invazyonu ve
metastazinin tesvik edilmesinde dogrudan bir biyolojik role sahip oldugu gosterilmistir. Ancak
HE4 miikemmel bir OK biyobelirteci degildir; diger jinekolojik neoplazmalarda o6zellikle
jinekolojik (endometriyal, tubal, vulvar kanser) ve akcigere iliskin (pulmoner) neoplazmalarda
anlatim1 artmaktadir. Buna gore, diger kanser tiirlerinde 6zellikle endometrial kanserde ve
akciger kanserinde kullanilmak tlizere aday bir biyobelirte¢ olarak dnerilmistir. Sigara kullanimi
ve yas gibi faktorlerin serum seviyelerinde HE4 biyobelirtecini etkileyebildigi gdsterilmistir.
HE4 konsantrasyonun yaslilarda daha yiiksek oldugu ve sigara i¢cenlerde sigara igmeyenlere

gore licte bir oraninda daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Montagnana ve dig., 2017).
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2.3.2. IMMUNOLOJIK BIYOBELIRTECLER

Bagisiklik sistemi OK’nin gelisiminde ve prognozunda onemli bir parametredir. Konakgi
bagisiklik sisteminin OK hastalarinin sonuglarini etkiledigi gosterilmistir. Over kanseri
timoriini infiltre eden immiin hiicreleri ¢alismalar1 lenfosit diizenleyici T hiicreleri,
makrofajlar, dendritik hiicreler (DH), miyeloid kokenli baskilayici hiicreler (MDSC) ve dogal
Oldiirticii hiicreleri (NK) tiimoriin biyolojik davranisini, kanser terapisi ve prognozunu
belirleyebilecegi gosterilmistir. Periferik kandaki mutlak lenfosit sayisinin over kanserindeki
tiimori infiltre eden lenfositlerden (TIL) bagimsiz olarak over kanserinde sagkalim ile iligkili
oldugu bulunmustur. T lenfositleri, tiimdri infiltre eden lenfositlerin dnemli bir popiilasyonunu
temsil eder. Cesitlilikleri, bu hiicrelerin tiimor gelismesindeki Onemini degerlendirmeyi
zorlagtirir, ¢linkii T hiicrelerinin alt tipleri tiimor ilerlemesi tizerinde ters etkiye sahip olabilir.
Tiimérii infiltre eden CD3" “cluster of differentiation 3 T hiicrelerinin yiiksek yogunlugu OK
dahil olmak iizere ¢esitli kanser tiirlerinde iyi prognoz ile iliskilendirilmistir. TIL'lerin spesifik
alt tipleri arasinda sitotoksik T hiicreleri (CD8") OK hastalarinda iyi sagkalim ile
iligkilendirilmistir. Yiiksek dereceli ser6z over tiimorlerinde TIL'lerin analizleri, CD103"in (oE
integrin) intraepitelyal CD8" T hiicreleri tarafindan anlatiminin hastaliga Ozgii sagkalimin
artmas1 ile iliskili oldugunu gostermektedir. Makrofajlarin sayilar1 saglikli dokularla
karsilagtirildiginda tlimorlerde artis gosterir. Genel olarak tiimor epitelyal adaciklar i¢inde yer
alan M1 makrofajlarinin anti-tiimor etkilere sahip oldugu ve stromada bulunan M2 hiicrelerinin

ise timor bliylimesini destekledigi bilinmektedir (Szajnik ve dig., 2016).
2.3.3. TUMOR KAYNAKLI EKSOZOMLAR

Eksozomlar, dolasimdaki viicut sivilarinin ¢ogunda bulunan ve kanser dahil olmak iizere farkl
hiicresel sistemlerde otokrin ve parakrin etkilere aracilik eden proteinler, mRNA'lar ve
miRNA'lar1 iceren salgilanmis 30-100 nm boyutundaki lipoprotein vesikiilleridir.
Eksozomlarda bulunan proteinler adhezyon, sinyal transdiiksiyonu, membran transportu ve
fiizyonu, bagisiklik yanit modiilasyonu ve sitoskeletal organizasyonu igeren ¢oklu biyolojik
yollarda yer alir. Eksozomlarin, OK hastalarinin serumunda kontrollerle karsilastirildiginda
anlatiminin artti§1 ve OK hastalarinin serumundaki eksozomlarin, kanserde ve ayn1 zamanda
cesitli glikanlardaki terapotik miidahale i¢in bir hedef olarak kabul edilen “gap junction protein
claudin-4” igerdigi bildirilmistir. Eksozomlar OK periton sivilarinda saptanmis ve bu bolgede

bagisiklik yanitini bastirmaya aracilik ettigi gosterilmistir (Davidson ve Trope, 2014).
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2.3.4. GEN TEMELLI OVER KANSERI BiYOBELIRTECLERI

Over tiimorlerinin biiylik cogunlugu genetik hasarin birikmesinden dolayr olusmaktadir.
Genetik degisiklikler ile over tiimorii olusumu arasinda yakin bir baglant1 oldugu géz oniine
alindiginda, gen diizeyindeki arastirmalarin (kalitsal gen mutasyonlari, epigenetik degisiklikler
ve gen anlatimi ¢alismalar1 dahil) potansiyel over kanseri biyobelirtecleri olarak kullanilabilir

(Szajnik ve dig., 2016).
2.3.4.1. Kalitsal Gen Mutasyonlari

Tim EOK’lerin en az %10'u kalitsaldir ve vakalarin %90’inda meme kanserindeki timor
baskilayici genlerinin (BRCAI ve BRCA2) germline mutasyonlar1 goriiliir. Geri kalan %10'Tuk
kismin ¢ogu Lynch sendromunun duyarlilik genleri olan AMLHI “human mutL homolog 1" ve
hMSH?2 “human mutS homolog 2" olmak tizere DNA yanlis eslesme onarim “DNA mismatch
repair” (MMR) genlerinin germline mutasyonlarindan kaynaklanir. Arastirmalar sonucunda
her iki BRCA proteininin gen anlatiminin transkripsiyonel regiilasyonuna ayrica DNA hasarin
belirli formlarmin taninmasina veya onarilmasina katildigi gosterilmistir. BRCA1 ve BRCA2
mutasyonlari baslica ¢ergeve kaymasi ya da “nonsense” 6zelliklidir. AMLH1 ve hMSH?2 genleri
onemli DNA onarim mekanizmalarinda yer alir ve DNA replikasyonu sirasinda niikleotid
uyumsuzlugunun onarimindan sorumludur. Bu genlerin mutasyonlari i¢in genetik testler, OK
gelisme riski yiiksek olan hastalar1 teshis etmede ve OK riskini azaltmak icin miidahale
stratejileri tasarlamada yardimci olabilirler. MMR genlerinin mutasyonlar1 hiicrelerin DNA
replikasyonu sirasinda normal olarak tiretilen hatalari onarabilme yetenegini degistirmektedir
(Szajnik ve dig., 2016). EGFR “epidermal growth factor receptor” 30% ile 70% arasinda
EOK’de ifade edilmektedir. Malign fenotip ile iligkili hiicresel siireclerin ¢ogu EGFR
aktivasyonu ile baglamaktadir (Fischer ve dig., 2004).

2.3.4.2. Gen Anlatimi

Serum veya tiimor dokusundaki belirli genlerin anlatimlarinin kantitatif veya yar1 kantitatif
analizi, timor teshisine yardimei olma potansiyeline sahiptir. Gen anlatimi analiz ¢aligmalari,
mikrodizilim teknolojisinin gelismesine bagl olarak hizli bir sekilde ilerlemistir ve bir doku
ornegindeki on binlerce genin anlatimi ayni anda analiz edilebilmektedir. Bu yiiksek verimli
teknoloji ile gliclii veri analiz yazilimi birlestiginde, normal ve malignant hiicreler karsilastirilip

kanser gelisimi sirasinda farkli olarak diizenlenmis olan genlerin tanimlanmasi saglanir. Gen
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anlatiminin seri analizi olan SAGE “serial analysis of gene expression”, over kanserinde gen
anlattmimin kantitatif analizi i¢in kullanilan bir diger 6nemli teknolojidir. SAGE, mRNA
transkriptlerinin 6l¢iimiinii kolaylastirir ve normal ve patolojik hastalik dokusunun gen anlatim
profillemesini saglar. SAGE teknigi, daha dnce karakterize edilmemis genlerin tanimlanmasina
izin veren yeni transkriptlerin anlatimini tespit etme kapasitesine sahiptir, bdylece ifade
profillemesinde uygulanan geleneksel mikrodizi bazli yaklagima gore avantaj saglar. Over
kanserinde anlatimi arttig1 bilinen ve yeni bulunan genler SAGE teknolojisi ile tantmlanmaistir.
Bu genler arasinda CLDN3 “claudin 3", WFDC2 (HE4), FOLRI “folate receptor 1, COLI18A1
“collagen type XVIII al”, CCNDI “cyclin DI” bulunmaktadir (Zhang ve dig., 2011). Over
kanserinde gen anlatimi profillemesinin potansiyel klinik degeri hakkindaki bilgi ii¢ ana alana

odaklanmaktadir;

e over timorlerinden normal over dokusunu ayirt etmek
e over kanserinin farkli alt tiplerini tanimlamak

e kanserin tedaviye yanitini test etmek ve terapiyi yonlendirmek

EOK'de gen anlatim profili prognostik bilgi saglamak, platin bazli kemoterapiye yaniti
ongormek ve farkl histolojik alt tipler arasinda ayrim yapmak i¢in kullanilmistir (Szajnik ve

dig., 2016).
2.3.4.3. Titm Genom Dizileme

Karsilagtirmali genomik hibridizasyon (CGH “Comparative Genomic Hybridization”),
genlerin kopya sayisinin artmasini veya azalmasini tespit eden tiim genom analiz yontemidir.
Bu test kullanilarak, OK’de anormal kopya sayisina sahip genlerin bulundugu kromozom
bolgeleri tespit edilebilir (Coticchia ve dig., 2008).Tiim genom dizileme teknigi olan NGS
kanser genomunun kapsamli karakterizasyonu hakkinda bilgi verir. Kanser teshisinde ve tedavi
seciminde iyilesmelere yol agar. Mevcut hedeflenmis yontemlere gore daha kapsamli bir
genetik risk degerlendirmesi saglayan tiim genom dizileme aile dykiisii olan hastalarda genetik
tarama i¢in 6nemli bir tekniktir. Genetik kliniklerde tedavi goren hastalar i¢in kanser ilerlemesi
tespitinin yani sira kanser genetik riskinin daha iyi anlasilmasi saglanmaktadir. Genomik
dizilemeden elde edilen bilgiler erken teshis icin biyobelirte¢ olarak kullanilabilir (Foley ve
dig., 2015).
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2.3.5. EPIGENETIK TEMELLI BIYOBELIRTECLER

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlarini i¢eren epigenetik mekanizmalar gen anlatimi
diizenlenmesinde rol oynarlar ve tiimor baslangicinda ve ilerlemesinde etkilidirler. Spesifik
genlerin promotdr bolgelerinin metilasyon profillerinin analizi, kanserin erken evrede teshisine
yardimer olabilir, prognozu belirleyebilir ve tedavi yanitlarin1 tahmin edebilir. Epigenetik
mekanizmalarla anlatimi1  degisen spesifik genlerin tanimlanmasi OK’de aktif olarak
arastirilmaktadir (Zhang ve dig., 2011). Bu alanda yapilan arastirmalar, gen metilasyon
kombinasyonlarinin  yiiksek hassasiyet ve oOzgilillikle OK biyobelirtegleri olarak
kullanilabilecegini gostermistir (Szajnik ve dig., 2016). OK sirasinda heterokromatin DNA
bolgesinde metilasyonu azalmasi, birkag onkogenin demetilasyonuna ve tiimor baskilayici
genlerin promoterleri ile iligkili spesifik CpG adalarinin hipermetilasyonuna yol agar. DNA
onarimindan sorumlu olan MutL homolog 1 (MLH1) ayn1 zamanda hastalardaki platin bazl
tedaviye direncin artmasina yol agan OK’de hipermetile olmus MLH1 geni tarafindan kodlanir.
Epigenetik biyobelirtegler prognostik bilgi saglayabilir. Seeber ve Van Diest tarafindan elde
dilen verilere gore, OK i¢in olas1 bir prognostik degere sahip metillenmis genler HOXAI1
“homeobox A11”, FBXO32 “F-box protein 32" ve IGFBP-3 “insulin like growth factor binding
protein 3" dahil kotli prognoz ve yiiksek mortalite orani ile iligkilendirilmistir (Seeber ve van
Diest, 2012). Montavon ve dig. HOXA9’u (homeobox protein A9) kodlayan genin, yiiksek
dereceli serdz over karsinomunun %97,5'inde ve normal over yiizey epitelinin sadece %8’ inde
metillendigini bulmustur. Ayrica HOXA9 ve ENIl'in “engrailed homeoboxl” CA-125
seviyeleriyle kombinasyon olusturan metilasyonu, yiiksek dereceli ser6z over kanserini
%100'lik bir duyarlilik ve %91,7'lik bir ozgiilliik ile normal over epitelyumdan ayirt
edebilmistir. Bu da OK tespiti icin HOXA9 metilasyonunun potansiyel bir biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegini diistindiirmektedir (Montavon ve dig., 2012).

2.3.5.1. MikroRNA Temelli Biyobelirtecler

MikroRNA (miRNA)’lar kanser progresyonu, hiicre invazyonu, metastaz, hiicre sagkalimi ve
terapotik ilaglara yanit gibi ¢ogu yolakta 6nemli roller oynamaktadir. Ayrica onkogen ve timor
baskilayict genler olarak da gorev aldiklarindan biyobelirte¢ olarak kullanim i¢in 6nemli bir
potansiyele sahiptirler.  MiRNA’lar EOK tan1 ve prognozu igin incelenen diger
biyobelirte¢lerden daha hassas ve 6zgiindiir. MiRNA’larin farkli dokularda yapilan anlatim

profillerinin yani1 sira serum ve plazmada da profillemeleri yapilmis ve invaziv olmayan
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biyobelirtegler olarak kullanilabilecekleri sonucuna varilmistir. Biyobelirteg olarak
kullanilmalarinin avantajlarindan biri, serum ve plazmada korunmus bir halde bulunmalari,
dolayistyla dogrudan serumdan miRNA anlatim profillerinin saptanmasina olanak
saglamasidir. Ornegin, aym hastalardan alman serum ve tiimdr kaynakli miRNA anlatim
profillemeleri yapilmis ve 8 miRNA’nin (miR-21, miR141, miR-200a, miR-200b, miR-200c,
miR-203, miR-205, and miR-214) ortak oldugu bulunmustur (Pal ve dig., 2015). Bagka
calismada, EOK hastalar1 ve saglikli grubunun serum oOrnekleri karsilastirilmig ve EOK
hastalarinda 8 miRNA’nin anlatiminin degistigi tespit edilmistir. Bunlardan 5 miRNA’nin
(miR-21, miR-92, miR-93, miR-126, ve miR-29a) anlattm1 EOK hastalarinda artarken 3
miRNA’nin  (miR-155, miR-127, ve miR-99b) anlatiminin hasta grubunda azaldigi
gozlemlenmistir. Mir-21, mir-92 ve mir-93’iin, normal CA-125 seviyeleri olan hastalarda asir
anlatiminin  oldugu bulunmustur. Bu da miRNA’larin  OK’nin erken teshisi igin

kullanilabilecegini gostermektedir (Eitan ve dig., 2009).
2.4. MIKRORNA

MikroRNA (miRNA), DNA ve mRNA'min tamamlayici sekanslarmmi hedefleyerek gen
anlatiminin transkripsiyon ve post-transkripsiyon regiilasyonunda gorev alan, 20-22 niikleotid
uzunlugunda kiiciik ve kodlama yapmayan RNA (ncRNA) molekiillerdir. miRNA'lar
proliferasyon, apoptoz, hiicre dongiisii ve farklilasma dahil olmak iizere ¢ogu hiicresel

fonksiyonlar1 etkilemektedir ve ¢cok sayida kanser tiiriiyle iliskili oldugu kanitlanmigtir (Prahm

ve dig., 2016).
2.4.1. MiKRORNA BiYOGENEZI

[Ik miRNA nematod Caenorhabditis elegans'ta 1993 yilinda kesfedilmistir ancak miRNA'larmn
genel diizenleyici islevleri 2001 yilina kadar aydinlatilamamistir. Bu tarihten itibaren gesitli
tiirlerde binlerce miRNA tanimlanmigtir (Lin ve Gregory, 2015). MiRNA transkripsiyonu ilk
olarak niikleusta RNA-polimeraz II (RNA Pol II) tarafindan yapilir ve primer miRNA (pri-
miRNA) olarak adlandirilan uzun bir 6ncii molekiil sentezlenir. Pri-miRNA, miRNA dizilerini
iceren kisa "sa¢ tokasi" yapilarini olusturabilir (Prahm ve dig., 2016). Pri-miRNA; RNaz III
ailesinin {iyesi olan “Drosha” enzimi ve onun RNA baglayici proteini DGCRS “DiGeorge
Syndrome Critical Region 8 Protein” tarafindan kesilerek yaklasik 70 niikleotid boyutunda
onciil miRNA (pre-miRNA) olusur. Ardindan pre-miRNA Exp-5 “Exportin 57 ve RAN-GTPaz
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“Ras-related nuclear protein” tarafindan sitoplazmaya tasmir (Lan ve dig., 2015). Pre-miRNA
sitoplazmada RNase III ailesinin iiyesi olan “Dicer” enzimi ve onun RNA baglayici proteini
TRBP “Human Immunodeficiency Virus Transactivating Response RNA Binding Protein”
tarafindan kesilip 22 niikleotid uzunlugunda ¢ift zincirli RNA molekiiliinii olusturur. Olusan
cift zincirli RNA molekiiliiniin RISC “RNA-Induced Silencing Complex” Kompleksine
baglanmasi RNA interferansa (RNAi1) neden olmaktadir ve zincirlerden biri bozulurken diger
zincir tamamlayici hedefleri tanimlamak i¢in kullanilan miRNA'dir. RISC yoluyla, miRNA'lar
genellikle mRNA translasyonunu inhibe eder ve mRNA yikimini tegvik eder (Sekil 2.5) (Prahm
ve dig., 2016).

Sitoplazma
RNA Pol Il or Il
T ?F Pre-miRNA
Transkripsiyon l Ran-GTP Dicer
4 TRBP
RNA birlegtirme ‘
Pri-miRNA J
. r MiRNA dupleks
Exportin-5
Drosha ~N
DGCR8 RISC e
o | |
Pre- mlRNA Sy
| R g
¥ _A_
Hedef RNA

Niikleus Degredasyon ya da

translasyonel inhibisyon

Sekil 2.5: MiRNA biyogenezinin sematik gosterimi (Kim ve dig., 2018).

2.4.2. MIKRORNALARIN iSLEVLERI

MiRNA genleri; kodlanmayan DNA lokuslarinda ya da protein kodlayan genlerin intronlarinda
bulunmaktadir (Lan ve dig., 2015). Memelilerde miRNA'lar tiim protein kodlayic1 genlerin
yaklasik %350'sinin aktivitesini kontrol etmektedir (Krol ve dig., 2010). Cogu arastirma ile

kanserde miRNA anlatiminin degistigi kanitlanmstir.
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2.4.2.1. Onkogen ve Tiimor Baskilayict Gen Roliinde MikroRNAlar

Kanser hiicrelerinde miRNA'lar onkogenler veya tiimor baskilayicilar olarak islev gorebilir.
Tiimdrlerde anlatimi artmis miRNA'lar timor baskilayict genleri inhibe ederek tiimor
gelisimini destekledikleri icin siklikla onkogen olarak adlandirilirlar. Buna karsin, miRNA’lar
onkogen anlatimini veya hiicre farklilagsmasi ve apoptozu kontrol eden genleri inhibe ederek
tiimor gelisimini engellediklerinden dolay1 tiimor baskilayici olarak gorev alabilirler (Palma
Flores ve dig., 2017). En iyi bilenen ve insanlarda bulunan ilk miRNA olan let-7, tumor
baskilayict roliindedir ve MYC “MYC proto-oncogene”, CDK6 “cyclin dependent kinase 6,
HMGA2 “high mobility group AT-hook 2" ve BACHI “BTB domain and CNC homolog 1”
dahil olmak iizere birgok onkogeni hedefler. Insanda let-7 diger miRNA'lardan daha fazla
bulunmaktadir. Let-7 anlatimi akciger tiimorlerinde normal akciger dokusundan daha diisiik
bulunmustur. Let-7'nin anlatimi1 hem in vitro hem de in vivo olarak kanser hiicresi biiytimesini
baskilayabilmektedir. Let-7min kaybi, ¢esitli insan tiimorlerinin patogenezine katkida
bulunmaktadir. Mir-21 ise onkogen olarak gorev almaktadir ve akciger, over, meme kanseri ve
lenfoma da dahil olmak iizere ¢ogu kanser tiirlinde anlatim1 artmaktadir. MiRNA-155, timor
olusumunu tek basma indiiklemektedir. Cesitli B hiicre malignitelerinde, Hodgkin
lenfomasinda ve Burkitt lenfomalarinda miRNA-155"in anlatiminin arttig1 bildirilmistir ve kotii
prognoz ile iliskilendirilmistir. ilk tanimlanmis onkogenik miRNA kiimesi miRNA-17-92'dir
(oncomiRNA-1). Insanlarda kromozom 13q31.3'te bulunmaktadir. MiRNA-17-92 anlatimi

lenfoma, akciger kanseri ve cesitli kanser tiirlerinde artmaktadir (Kim ve dig., 2018).
2.4.3. MIKRORNALARIN KANSERDEKI MEKANIZMASI

Son yillarda yapilan bir¢ok arastirma ile kanserde miRNA anlatiminin degistigi kanitlanmistir.
2004 yilinda miRNA'larin yaklasik %350'sinin kirilgan bolgelerde ve kanser duyarlilik
bolgelerinde bulundugu bildirilmistir (Calin ve dig., 2004). 2002 yilinda ilk defa Calin ve
dig.’nin yaptig1 bir aragtirma ile, 13q14 kromozom lokusunun silinmesi nedeniyle mir-15a ve
mir-16’nin anlatimimin kronik lenfositik 16semide (KLL) kayboldugu gosterilmistir (Calin ve
dig., 2002). Lu ve dig. yaptiklar1 ¢alismada, toplam 334 normal ve tiimor doku 6rneklerinde
miRNA anlatim analizi yapmis ve 217 miRNA’nin anlatim degisimini aragtirmiglardir. Timor
dokusunda anlatimi artmig veya azalmis miRNA’lar1 tanimlamislar ve miRNA’larin
mRNA’lara gore kanser tiplerini daha iyi siniflandirdiklarint bulmuslardir (Lu ve dig., 2005).

Insan kanserinde miRNA aktivitesinin birgok temel ve genel ilkesi tammlanmistir. MiRNA
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kanser iliskisinin 6nemli yonlerinden biri, her tiir insan kanserinde kanser spesifik miRNA’larin
tanimlanmasina olanak taniyan yiiksek verimli teknolojilerin varligidir. Digeri ise miRNA'larin
anlatim1 malignitelerde artabilir ya da azalabilir olmasidir. MiRNA’larin tiimdriin olusumunda
rol aldiklar1 tam olarak aydinlatilamasa da kanserlesme siirecinde degisen anlatimlari nedeniyle
onkogen veya tiimoOr baskilayicit olarak adlandirilirlar. Kanser taramasinda miRNA'larin

anlatimlarinin degismesinin nedenlerini agiklayan ¢esitli mekanizmalar vardir:

e miRNA genlerinin kromozomal degisiklikleri

e DNA nokta mutasyonlar1

e epigenetik mekanizmalar

e miRNA {iiretiminden sorumlu transkripsiyon ve transkripsiyon sonrasi elemanlarda

genetik ve epigenetik degisiklikler.

Kanserde miRNA'larin biyolojik aktivitesi ile ilgili ortak bir kan1 bulunmaktadir: onkogenik
miRNA'lar tiimor baskilayici genlerin ifadesini bastirirken, tiimor baskilayict miRNA'lar

onkogenlerin ifadesini bastirmaktadir (Di Leva ve Croce, 2013).
2.4.3.1. MikroRNAlarin Over Kanserindeki Rolii

MiRNA’larin OK’de 6nemli bir rol oynadigini gdsteren ilk ¢calisma 2006 yilinda yayinlanmis
olup yaklagik %40 miRNA geninin modifiye olmus DNA kopya sayisim1 gosterdigini
belirtmistir (Zhang ve dig., 2006). MiRNA’lar OK’de tiimor olusumu, hiicre dongiisii, apoptoz,
proliferasyon, invazyon ve metastazdan kemoterapi direncinin gelismesi kadar farkli hiicresel
fonksiyonlarda gorev almaktadirlar. Ayrica miRNA’lar onkogen ve tlimor baskilayict genler
olarak da islev gordiiklerinden OK i¢in 6nemli bir biyobelirte¢ olma potansiyeline sahiptirler
(Mahdian-Shakib ve dig., 2016). 2007 yilinda lorio ve dig. normal over dokusu ile over
kanserini karsilagtirarak miRNA anlatim analizlerinin farklilig1 {izerine arastirma yapmustir.
Mir-141, mir-200a, mir-200b ve mir-200c’nin OK’de anlatiminin arttigini, mir-125b1, mir-140,
mir-145 ve mir-199a’nin anlatimmin OK’de azaldigin1 bulmuslardir. Mir-140 OK’de siklikla
silinen 622 kromozom bolgesinde yer almaktadir ve miR-140’1n invazyondan etkilenen MMP-
13 “matriks metalloproteinaz 137, FGF2 ‘fibroblast biiyiime faktérii 2” ve anjiyogenik
VEGFA'y1 igeren genleri hedef aldig1 diisiiniilmektedir (Iorio ve dig., 2007). OK’de anlatimi
degismis miRNA’lardan en sik rastlananlart mir-200 ve let-7 aileleridir. MiR-200 ailesi, miR-
200a, miR-200b, miR-200c, miR141 ve miR-429’dan olusmaktadir ve iki ayr1 pri-miRNA
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transkriptinden olusurlar. MiR-200a, miR-200b ve miR-429 1. kromozom iizerinde bulunurken,
miR200c ve miR-141 kromozom 12'de bulunur. Insan let-7 ailesi, Let-7a, Let-7b, Let-7c, Let-
7d, Let-7e, Let-7f, Let-7g, Let-71, miR-98 ve miR-202 miRNA’larindan olugmaktadir. OK de
dahil olmak tizere birgok farkli kanser tipinde siklikla anlatim1 azalmaktadir. Let-7'nin, KRAS,
HRAS “HRas proto-oncogene, GTPase”, c-MYC “MYC proto-oncogene, bHLH transcription
factor” ve HMGA-2 gibi OK’de ¢oklu onkogenleri baskiladigi ve CD25, CDK6 ve Cyclin A,
D1, D2 ve D3 gibi hiicre dongiisti aktivatdrlerini inhibe ettigi bilinmektedir. Bu ¢alismalarin
sonucunda let-7 ailesinin timor baskilayici olarak islev gordiigii diisiiniilmektedir (Prahm ve

dig., 2016).

2.5. OVER KANSERINDE MIKRORNA TESPITi iCIN KULLANILAN
YONTEMLER

MiRNA'lar klinik uygulamada; dokuda veya formalinlenmis, parafine gémiilii dokularda iyi
korunma gibi 6zellikleri sayesinde uygun biyobelirtecler olsada miRNA’larin saptanmasi ¢esitli
ozelliklerinden dolayr zorlayicidir. Boyutlarinin kiiciik olmasi, miktarlarinin azhigi ve
aralarindaki dizi benzerliginden kaynakli secici ¢ogaltim zorlugu gibi nedenlerden dolay1
tespitleri zordur. MiRNA'larin biyolojik islevlerdeki kritik rolleri ve miRNA analizinin
kullanildigr caligsmalarin giderek artmasi géz oniinde bulundurularak miRNA tespit yontemleri

gelistirmek i¢in 6nemli bir caba harcanmaktadir. (de Planell-Saguer ve Rodicio, 2013).
2.5.1. NORTHERN BLOTTING VE IN SITU HIBRIDIZASYON (ISH)

Northern blot, gen anlatimini 6l¢mek i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu metot; total RNA'nin bir
poliakrilamid jel lizerinde ayrilmasi, ardindan RNA'nin bir nitroseliiloz membrana aktarilmasi
ve hedeflenen miRNA'nin arastirilmasi temeline dayanir. Bu teknik hem miRNA hem de pre-
miRNA'nin saptanmasina izin veren tek yontemdir ancak uzun zaman alir ve fazla miktarda
RNA gerektirmektedir. MiRNA’nin boyutunun kii¢iik ve miktarinin az olmasi nedeniyle
Northern blot tekniginin uygulanmasi zor olmaktadir. Bununla birlikte literatiirde radyoaktif
etiketlenmis veya radyoaktif etiketlenmemis LNA “locked nucleic acid” igeren problari
kullanan birka¢ Northern blot yontemi vardir. LNA ile modifiye edilmis Northern blot
problarinin miRNA’larin tespiti i¢in kullanilmasi DNA oligoniikleotidlerine gére daha hassas

ve spesifiktir (Bernardo ve dig., 2012).
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Hiicrelerdeki miRNA'larin anlatim diizeylerinin dolayli olarak olgiilmesi i¢in genel olarak su
sekilde bir prosediir takip edilir: hiicreler ilk olarak parcalanir ve elde edilen miRNA daha sonra
qRT-PCR, Northern blot veya mikrodizi hibridizasyonu ile tespit edilir. MiRNA'nin fizyolojik
fonksiyonunu anlamak i¢in tek hiicre seviye ifadesinde miRNA ifadesinin arastirilmasi
gerekmektedir. In situ hibridizasyon (ISH) teknigi, tek hiicrede gen anlatimi profillenmesinin
tespiti i¢in kullanilir. ISH tekniginde problar radyoaktif olarak etiketlenerek ya da florofor
baglanarak otoradyografi ile tespit edilir. ISH'deki gelismelerle, RNA'nin doku, hiicresel ve
hiicre i¢i diizeyde lokalizasyonunun gorsellestirilmesi saglanmistir. Olgun miRNA'larin
boyutunun kii¢iikliigii, konvansiyonel ISH yontemleriyle hiicre igindeki spesifik miRNA'y1
gbzlenmesini ve hedeflenmesini zorlastirir. Alternatif bir yaklasim LNA problarinin baz esleme
ozellikleri sayesinde sekans spesifisitesi saglayan LNA tabanli ISH sistemidir. LNA tabanl
ISH sisteminin yiiksek ¢oziliniirliikklii goriintiileme mikroskobu ile birlestirilmesiyle tek sigan
miyojen hiicresinin hiicresel diizeyde farklilagmasi sirasinda miR-206'nin hiicre ig¢i

lokalizasyonunu belirlenmistir. (Politz ve dig., 2006).

2.5.2. KANTITATIF GERCEK ZAMANLI REVERS-TRANSKRIiPSiYON PCR
(qRT-PCR)

Kantitatif ger¢ek zamanl revers-transkripsiyon PCR (qRT-PCR), mikrodizilim ve yeni nesil
dizileme (NGS) yontemlerine gore daha kolay uygulanan ve diisiik maliyetli bir tekniktir. Bu
teknik, hastalik biyobelirteci analizleri i¢in klinikte kullanilmaktadir. qRT-PCR teknigi,
miRNA mikrodiziliminin genom ¢apinda profilleme ile elde edilen sonuglarini dogrulamak i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu teknik hibridizasyona dayanan tekniklerden daha hassastir.
Ancak miRNA’lar1 PCR ile ¢cogaltmak zorlu bir siirectir ¢linkii prekiirsor miRNA sabit bir sa¢
tokast yapisina sahiptir ve olgun miRNA boyutu siradan PCR primerleri i¢in daha kisadir.
Hedef miRNA’nin normalizasyonu i¢in ¢esitli referans genler kullanilmaktadir ve farkli
zamanlarda gerceklestirilen Ornek toplama metodlar1 miRNA anlatim profillerinin
karsilastirilmasinda zorluk ¢ikartmaktadir. qRT-PCR tekniginde i¢ kontroller saflastirma
kalitesini test etmek ve varyasyonu normallestirmek icin kullanilmaktadir. Caligmalarda
kullanilan i¢ kontroller mir-16, U6, U6B, mir-142-3p, 18S rRNA, mir-638, let-7a, mir-1249,
mir-295, 5S RNA, RNU38B, RNU43 miRNA’laridir. Ayrica cel-mir-39, cel-mir-54, cel-mir-
238 gibi spesifik C. elegans mirRNA'larinin sentetik versiyonlari da i¢ kontrol genleri olarak

kullanilmaktadir. Ancak higbiri genis c¢apli bir sekilde standart kontrol olarak kabul
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edilmemistir. MiRNA’larin giivenilir ve saglam kanser biyobelirtecleri olarak gelistirilmesi i¢in
tamamen dogru bir normalizasyon protokoliiniin gelistirilmesine ve herbir insan 6rnegi i¢in
uygun i¢ kontrol genlerinin validasyonuna ihtiya¢ duyulmaktadir (Shen ve dig., 2013). qRT-
PCR analizinin avantajlar1 arasinda yiiksek verimlilikte birgok miRNA'min ayni anda tespit
edilmesi bulunmaktadir. Hassasiyet, 6zgiinliik, hiz ve kolaylik rutin olarak tanida kullanilan
gRT-PCR tabanh tekniklerin ortak avantajlar1 arasinda yer almaktadir. Klinikte QRT-PCR ile
miRNA'larin saptanmasi; erken tani testlerinin gelistirilmesini, hastalik progresyonunun takip
edilmesini, kanser siniflandirilmasini, hastaliklardan sorumlu RNA genlerinin taranmasini ve

tedavi etkinliginin izlenmesini saglar (de Planell-Saguer ve Rodicio, 2013).
2.5.3. MIKRODIZILIM

Microdizilim teknolojisi, genlerin genom boyutunda anlatimini inceleyen giiclii tekniklerden
biridir. DNA mikrodizilim teknolojisini kullanan tiim genom anlatim profili OK gelisimini,
histopatolojik alt tiplendirmesini, ilerlemesini, tedaviye yanitin1 ve genel sagkalimi etkileyen
genlerin anlagilmasini arttirmistir. Bu yontem kullanilarak hem tani yapilabilir hem de
prognostik bilgi elde edilebilir (Nguyen ve dig., 2013). Mikrodizilim teknigi, ayn1 anda ¢ok
saylda miRNA'nin anlatim seviyelerini 6lgmek igin kullamlir. i¢ kontrol miRNA'lar iceren
RNA ornekleri incelenen tiirdeki her bir tanimlanmis miRNA igin problar1 gosteren
mikrodizilere hibritlenir. Mikrodizilim ile anlatim profillemesinin bir sinirlamasi prob tasarimi
icin kullanilacak olan dizi bilgisinin gerekliligidir ve genellikle ticari sirketlerin tescilli
algoritmalari tarafindan tretilen teorik problar bilinen miRNA'lara 6zgii iiretilir (Bernardo ve
dig., 2012). Serum veya tiimor dokusundaki belirli genlerin anlatimlarinin kantitatif veya yar1
kantitatif ol¢limili tiimdr teshisine yardimci olma potansiyeline sahiptir. Son on yilda gen
anlatim alan1 biiyliik Ol¢lide mikrodizilim teknolojisinin gelismesine bagli olarak hizla
ilerlemistir, bu da bir doku Ornegindeki on binlerce genin anlatiminin tek bir deneyle
belirlenmesini saglamaktadir. Bu yiiksek verimli teknoloji gii¢lii veri analizi yazilim ile
birlestiginde, normal ve kanserli hiicreler arasindaki gen anlatimini hizla karsilagtirmaya ve
kanser gelisimi sirasinda farkli olarak diizenlenmis olan genleri tanimlamaya izin verir.
Mikrodizilim verileri tiimorlerin  biyolojik teshis ve prognostik bilgi saglayabilen

transkripsiyonel profillerine gore siniflandirilmasi i¢in de kullanilabilir (Szajnik ve dig., 2016).
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2.5.4. YENI NESIL DiZILEME (NGS)

DNA ve RNA'nin daha kisa pargalarini dizilemek i¢in gelistirilmis teknolojiye sahip olan yeni
nesil dizileme (NGS) platformlari mikrodizilim tekniginin bazi sinirlamalarmin iistesinden
gelmektedir. NGS genom ¢apinda miRNA'larin hizli ve verimli bir sekilde arastirilmast igin
son derece dogru ve Ol¢eklenebilir bir sistem sunmaktadir. NGS teknolojisinde herhangi bir dizi
bilgisine ihtiya¢ yoktur ve numunedeki tiim RNA tiirleri hakkinda bilgi saglanmaktadir. Ancak
NGS biiyiik miktarda RNA numunesi gerektiren pahali ve is yiikii ¢ok olan bir tekniktir (Shen
ve dig., 2013). Bugiine kadar aragtirmacilarin kars1 karsiya kaldig1 en biiyilik problem dizileme
sonucunda elde edilen biiyiik ve karmasik veri sonuclari ve bunlarin yorumlanmasi i¢in gereken
biyoinformatik analizlerdir. NGS tekniginin maliyetinden dolayr diger dizilim temelli
teknolojiler kadar etkili olmasa da bench iistii dizileme makinalari ile (Miseq vb) bu sorun
ortadan kalkmaktadir. Ayrica NGS’nin ilerlemesi ile elde edilen bilgileri analiz edebilecek veri

tabanlarinin gelismesi eszamanli devam etmektedir (Bernardo ve dig., 2012).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1.O0RNEK TOPLAMA

Proje i¢in &rnek toplama islemleri Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Kadmn
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali tarafindan gerceklestirilmistir. Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan 23/06/2017 tarihli 12 sayili
karariyla 2017/647 dosya numarali etik kurul izni alinmistir. Calisma gruplar1 2’ye ayrilmig
olup epitelyal over kanseri hastalar1 ve over kisti hastalar1 olarak se¢ilmis ve over kisti hastalari
kontrol grubu olarak kullanilmistir. Her iki arastirma grubunda kullanilmak {izere 10 farkli ve
ayni yas aralifinda bireyden doku oOrnekleri toplanmistir. Ameliyat sirasinda alinan doku
ornekleri RNAlater® (Ambion, ABD) soliisyonu iceren tiiplere konup soguk zincirle taginarak
Istanbul Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Molekiiler Tan1 ve Analiz
Birimi’ne transfer edilmistir. Izolasyon asamasina kadar doku 6rnekleri toplamilan tiiplerin

igerisinde -80°C’de saklanmustir.
3.2.DOKUDAN TOTAL RNA iZOLASYONU

Dokudan total RNA izolasyonu i¢in PureLink™ RNA mini kit (Invitrogen by ThermoFisher
Scientific, ABD) kullanmilmistir. Kitin 6nerdigi prosediir asagidaki gibi uygulanmstir;

1. “Lysis Buffer” hazirlanir. Her bir ornek i¢in 1 ml “Lysis Buffer”’'a 10 ul B-
merkaptoetanol eklenir ve 1 dakika bekletilip vorteks yapilir.

2. Timor dokusundan kesit alinip daha dnceden -20°C’de bekletilmis havanda sivi azot
ile ezilir. Tiim bu asamalar sirasinda dokular buzda bekletilir. Ezilen 6rnekler 2 ml’lik
mikrosantrifiij tiiplerine transfer edilir. Tiiplere konulan 6rnekler 30-60 mg arasinda
olmalidir.

3. 2 ml mikrosantrifiij tiiplerindeki o6rneklerin miktarlarina gére hazirlanan “Lysis buffer”
eklenir. Eklenecek “Lysis buffer”” miktar1 asagidaki gibi ayarlanmaktadir;

e <20mg =350 pul
e 20-40 mg =% 600 pul
e 40-60 mg = 800 pul
e >60mg =% 1000 pl
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4. Ardindan 2600g’de 5 dakika santrifiij yapilir ve slipernatant baska bir 2 ml’lik
mikrosantrifiij tiipe aktarilir.

5. Ayn tiipe siipernatant hacmi kadar %70’lik etanol eklenir ve vorteks yapilir.

6. Kitin i¢cinde bulunan “spin cartrdige” tiiptine 700 ul 6rnek eklenir ve 12.000 g’de 15
saniye santrifiij yapilir. Santrifiijiin ardindan “collection” tiipte kalan siv1 atilir.

7. 5. ve 6. basamakta belirtilen teknikler 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipte 6rnek bitene kadar
tekrarlanir.

8. “Spin cartridge” tiipe 700 ul “Wash Buffer 1" eklenir ve 12.000 g’de 15 saniye santrifiij
yapilir. Ardindan “Spin cartridge” tiipiin icerisindeki filtre yeni bir “collection” tlipe
aktarilir.

9. Filtrenin aktarildigi yeni “collection” tiipe 500 pl “Wash Buffer 2" eklenir ve 12.000
g’de 15 saniye santrifiij yapilir. “Collection” tiipte kalan siv1 atilir.

10. Yeniden 500 ul “Wash Buffer 2~ eklenir. 12.000 g’de 15 saniye santrifiij yapilir ve
“collection” tiipte kalan s1v1 atilir.

11. Ardindan 12.000 g’de 1 dakika santrifiij yapilir. Filtrenin kondugu “collection” tiip
atilir ve filtre “spin cartridge recovery” tiipe yerlestirilir.

12. 30 pl RNazsiz su filtrenin tam ortasina gelecek sekilde eklenir ve oda sicakliginda 5
dakika beklenir.

13.12.000 g’de 2 dakika santrifiij yapildiktan sonra filtre atilir.

14. Nanodrop cihazinda elde edilen Orneklerin kalite kontrolii yapilir ardindan 6rnek

kullanilana kadar -80°C’de saklanir.
3.3.CDNA SENTEZI

Dokudan izolasyonu yapilan total RNA’larin “TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit”
(ThermoFisher Scientific, ABD) ile firmanin 6nerdigi protokole uyularak cDNA sentezi
yapilmustir. Kit icerisinde bulunan niikleazsiz su, 10X RT tamponu, dNTP karigimi, RNaz
inhibitor ve ters transkriptaz enzim, 5X primer ve izole edilen total RNA buz igerisinde ¢oziiliir.
Kit protokoliine uygun olarak calisma soliisyonu ( “master mix”’) hazirlanir. Reaksiyon steril
PCR tiiplerinde gerceklesir. cDNA sentezi i¢in primer olarak “TagMan MicroRNA Assay (5X)”
(ThermoFisher Scientific, ABD) kullanilir. cDNA sentezi i¢in hazirlanan ¢alisma soliisyonu
(“master mix”’) bilesenleri Tablo 3.1, sentez reaksiyonlar1 bilesenleri Tablo 3.2 ve sentez

reaksiyonlarinin kosullar1 Tablo 3.3’deki gibidir;
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Tablo 3.1: cDNA sentez reaksiyonu i¢in ¢aligma ¢dzeltisi bilesenleri.

BILESEN HACIM
Niikleazsiz su “Ultra pure” 4,16ul
10X RT tamponu 1,5ul
dNTP karigimi 0,15ul
RNaz inhibitor 0,19ul
Ters transkriptaz enzimi Il
TOTAL 7 nl

Tablo 3.2: cDNA sentez reaksiyonlar1 bilesenleri.

BILESEN HACIM
Calisma Cozeltisi Tul
Total RNA (10ng/pl) Sul
Primer (5X) 3ul
TOTAL 15ul

Tablo 3.3: cDNA sentez reaksiyonu kosullari.

ZAMAN SICAKLIK
30 dakika 16°C
30 dakika 42°C
5 dakika 85°C
B 4°C

3.4.ADAY MIRNA’LARIN GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZIiNCIiR
REAKSIYONU (QRT-PCR)

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunu (qQRT-PCR) gergeklestirmek icin “TagMan
MicroRNA Assay (20X)” ve sentezlenen cDNA’lar kullanilmistir. Validasyonunun yapilmasi
icin secilen 3 farkli aday miRNA (hsa-mir-200c-3p, hsa-mir-4665-3p, hsa-mir-6737-3p) ve
kontrol olarak kullanilan U6 snRNA ile bu miRNA’larin “TagMan MicroRNA Assay”
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(ThermoFisher Scientific, ABD) spesifik 20X primer ve problar1 kullanilmistir. Uygun
baglanma kosullar1 belirlendikten sonra miRNA’larin anlatim analizleri yapilmstir.
Reaksiyonda kullanilacak olan malzemeler buzda eritilir ve karigimlar PCR tiiplerinde
hazirlanir. Ayrica reaksiyonlara“No Template Control” (NTC) olarak adlandirilan negatif
kontrol grubu ile kontrol edilir. NTC grubuna ait reaksiyon hazirlanirken genetik materyal
yerine ayni miktarda niikleazsiz su kullanilmistir. qRT-PCR Stratagene Mx3000P cihazi ile
gerceklestirilmistir. qRT-PCR bilesenleri ve kosullar1 sirasiyla Tablo 3.4 ve Tablo 3.5’te

verilmigtir.

Tablo 3.4: qRT-PCR bilegenleri.

BILESEN HACIM
Universal PCR master mix 10 pl
Niikleazsiz su “Ultra Pure” 7,67 ul
Primer (20X) 1 ul
cDNA 1,33 ul
TOTAL 20 pl

Tablo 3.5: qRT-PCR kosullar1.

ZAMAN SICAKLIK
2 dakika 50°C
10 dakika 95°C

15 dakika 95°C
1 dakika 60°C 40 dongii
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3.5.ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Tez kapsaminda yapilan qRT-PCR metodu sonucu elde edilen C; verileri AAC; yontemi ile
normalize edilip anlatim katsayilar1 belirlenmistir. Normalize edilmis veriler istatistiksel olarak
parametrik olmayan “Wilcoxon test” ile degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda p
degerleri 0.05’ten diisiik olan veriler anlamli kabul edilmistir. Normalize edilmis AACt
degerleri ile standart sapma degerleri ve CI (giiven araligl) hesaplanmistir. Standart sapma
degerleri ile elde edilen verilerin dogrulugu ve kesinligi tespit edilmis olur. Giiven aralig1 6rnek

sayis1 ve standart sapma degerine bagli olup araligin dar olmas1 beklenmektedir.

Ayrica ROC “Receiver Operating Characteristics” (Onanma Olasilig1) egrisi analizi de
yapilmistir. Bu analiz, hasta ve kontrol olarak kullanilan 6rneklerin ayirt edilmesi ve verilerin
giivenilirligi i¢in yapilan istatistiksel bir metottur. AUC “Area Under the Curve” degeri ROC
egrisinin altinda kalan alan1 gostermektedir. Bu deger duyarlilik ve 6zgilliigii belirlemek i¢in
kullanilmaktadir. AUC degeri 0.50 ve 1 degerleri arasinda olmalidir. Deger 1 sayisina ne kadar

yakin olursa elde edilen verilerin dogrulugu o kadar yiliksek olmaktadir.

Hedef miRNA’lar ve onlarin OK’de hedefledigi genlerin tespiti igin ¢esitli yazilimlar
kullanilmistir. “Pathway studio”, “DIANA TOOLS” ve “TargetScan” veri tabanlari ile segilen
miRNA’larin OK’de hedefledigi genler tespit edilmistir.



4. BULGULAR

4.1. KULLANILAN ORNEKLERIN OZELLIiKLERIi
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Arastirma icin kullanilmak iizere doku drneklerinin toplanmasi Istanbul Universitesi Istanbul

Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklart ve Dogum Anabilim Dali tarafindan gergeklestirilmistir.

Ormnek grubunu epitelyal over kanseri (EOK) ve over kisti hastalar1 olusturmaktadir. Calisilan

ornek gruplarinin 6zellikleri Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.1: Epitelyal over kanseri hastalarinin 6zellikleri.

YAS ALKOL | SIiGARA OVER AILE CA- FIGO
KANSERI | GECMISI | 125(U/ml) | EVRESI
TURU
30 - HAYIR Ser6z
Adenokarsinom | Yok 58 1IB
52 - HAYIR
Seroz Papiller | Yok 165 I1IB
46 HAYIR HAYIR
Endometroid - 270 1A
51 - HAYIR
Seroz Papiller | Yok 583 mc
50 - EVET
Serdz Papiller | Yok 5197 mc
50 HAYIR HAYIR Anne, abla
bagirsak
Serdz Papiller | kanseri 4300 mc
48 - HAYIR Teyze
kolon
kanseri,
anne mide
Serdz Papiller | kanseri 1400 mc
54 HAYIR HAYIR
Ser6z Yok 2700 1ic
50 HAYIR HAYIR
Ser6z Yok 315 I11B
46 HAYIR HAYIR
Ser6z Yok 214 IA
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Tablo 4.2: Over kist hastalarimin 6zellikleri.

YAS ALKOL SIGARA KIST TURU AILE CA-
GECMIiSi 125(U/ml)
19 HAYIR HAYIR Dermoid Kist YOK 353
17 HAYIR HAYIR Selim Epitelyal YOK 72
32 HAYIR HAYIR Selim Epitelyal YOK 58
28 HAYIR HAYIR Selim Epitelyal YOK 82
34 HAYIR HAYIR Selim Epitelyal YOK 36
46 HAYIR HAYIR Endometrioma YOK 21
59 HAYIR HAYIR Endometrioma YOK 28
29 HAYIR HAYIR Dermoid Kist YOK 42
70 HAYIR HAYIR Ser6z YOK 21
Kistadenofibrom
62 HAYIR HAYIR Miisindz YOK 17
Kistadenom

4.2.ORNEKLERIN KALIiTE KONTROLU

EOK ve kist doku oOrneklerinden izole edilen total RNA’larin kalite kontroliinii ve
konsantrasyonunu belirlemek i¢in “NanoDrop IMPLEN P-Class” spektrofotometre cihazi
kullanilmustir. Olgiimde “PureLink RNA mini kit” ile izolasyon yapilirken kullanilan RNazs1z
su kor ornek (“blank”) olarak kullanilmistir. Nanodrop Olgiimii sirasinda izole edilen
RNA’lardan 1 g/ kullamilmistir. 10 EOK ve 10 over kisti doku 6rneklerinin “NanoDrop™
Ol¢iimiinden elde edilen konsantrasyon (ng/u/) ve 260/280nm dalga boyundaki absorbans

degerlerinin orani (A60/280) Tablo 4.3°te verilmistir.
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Tablo 4.3: Epitelyal over kanseri ve kist doku 6rneklerinin kalitatif ve kantitatif degerlendirme

sonuclari.
EOK DOKU ORNEKLERI KiST DOKU ORNEKLERI
HASTA SAYISI | Konsantrasyon | 260/280 Konsantrasyon | 260/280
(ng/pl) (ng/ul)
1 81,2 1,735 94,8 1,911
2 1028 1,947 154 1,944
3 244 1,740 192 1,714
4 566 1,899 198 1,618
5 518 2,003 417 2,010
6 772 1,911 108 1,805
7 49,2 1,952 12,4 1,476
8 581 2,060 68,8 2,048
9 599 2,059 55,2 1,917
10 19,2 1,600 37,2 1,958

4.3.ANLATIM ANALIZi SONUCLARI

Grubumuz tarafindan “Over Kanserinde miRNA Analizi ile Molekiiler Tani ve Izleme” bashikli
Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri (BAP) destekli éncelikli alan projesi
(Proje No: 51472) ve ayni bashikli Yiksek Lisans tez projesi (Proje No: 47803) daha once
tamamlanmistir. Bu projeler kapsaminda, over kisti ve EOK hastalarinin doku 6rneklerinden
izole edilen miRNA profilleri mikrodizilim yontemiyle karsilastirilmistir ve 3 tane anlatimi
anlamli sekilde degismis miRNA tespit edilmistir. Bu 3 miRNA’nin mikrodizilim sonuglari
Tablo 4.4’te verilmistir (Glimiisoglu, 2016, Yiiksek Lisans Tezi).
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Tablo 4.4: Aday 3 miRNA nin mikrodizilim sonuglar (Giimiisoglu, 2016, Yiiksek Lisans Tezi).

MiRNA p-degeri Anlatim Kat degisimi(log)
Hsa-mir-200c-3p 0.0000965 artmis 7.873392
Hsa-mir-4665-3p 0.0000011 artmig 4.859524
Hsa-mir-6737-3p 0.0000602 artmig 3.851476

Aday 3 miRNA’nin (hsa-mir-200c-3p, hsa-mir-4665-3p ve hsa-mir-6737-3p) over kisti ve EOK
hastalarindan alinan doku Orneklerindeki anlatim analizleri i¢in her aday miRNA’ya 06zel
“TagMan prob” kullanilmistir. Analizler sirasindaki normalizasyon i¢in U6 snRNA
kullanmilmistir. “Stratagene” cihazinda orneklerin C; degerleri ve logaritmik kat degisiklikleri
otomatik olarak hesaplanmistir. AAC; yontemi ile anlatim katsayilar1 belirlenmistir. AAC;
degerleri ile istatistiksel metod olan “Wilcoxon test” kullanilarak p degerleri hesaplanmustir.
Tablo 4.5’te aday 3 miRNA’ya ait qPCR analizleri verilmistir. Aday 3 miRNA’nin EOK
hastalarindaki anlatim seviyeleri over kisti hastalariyla karsilastirildiginda artmis olarak

bulunmustur (Tablo 4.5).

Tablo 4.5: Anlatim1 anlamli sekilde degisen 3 aday miRNAnin qPCR sonuglarinin analizi.

MIRNA ANLATIM | KAT P DEGERI STANDART | %95 CI
DEGIiSiMi SAPMA
(log)
Hsa-mir-200c-3p artmis 2.87 0.0273 0.1056 0.623-1.037
Hsa-mir-4665-3p artmis 1.96 0.13 0.1191 0.4866-0.9534
Hsa-mir-6737-3p artmig 0.17 0.8457 0.1348 0.2359- 0.7641

qRT-PCR’dan elde edilen C:degerleri “Wilcoxon test” ile degerlendirildiginde hsa-mir-200c-
3p, hsa-mir-4665-3p ve hsa-mir-6737-3p’nin arasindan sadece hsa-mir-200c-3p anlatiminin
anlamli bir sekilde arttigi tespit edilmistir. Sekil 4.1’de rdlatif anlatim seviyelerinin
karsilastinlldig1 grafiklerde de goriildiigii lizere hsa-mir-200c-3p’nin EOK dokularindaki

anlatim seviyesi artist hsa-mir-4665-3p ve hsa-mir-6737-3p’ye gore daha anlamli bulunmustur.
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hsa-mir-200¢-3p'nin rélatif anlatim seviyesi hsa-mir-4665-3p'nin rélatif anlatim seviyesi
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hsa-mir-6737-3p'nin rélatif anlatim seviyesi
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Sekil 4.1: Basit over kisti ve epitelyal over kanseri hasta grubu drneklerindeki aday 3 miRNA’nin
(hsa-mir-200¢-3p, hsa-mir-4665-3p ve hsa-mir-6737-3p) rolatif miRNA anlatim seviyeleri (“Wilcoxon
test™).

ROC egrisi analizi verilerin dogrulugunu kontrol etmek i¢in yapilmistir. AUC degeri; ROC
egrisinin altinda kalan alan aday miRNA’larin EOK hasta doku 6rneklerinden over kisti doku
orneklerini ayirmadaki basariy1 gostermektedir. AUC degerinin anlamli olmasi igin 0.50 ile 1
arasinda olmasi gerekmektedir. Bu deger 1°e ne kadar yakin olursa tan1 degeri ylikselmektedir.
Caligmamizda hsa-mir-200c-3p (AUC=0.83, duyarlilik=0.68, 6zgiilliikk=0.67), hsa-mir-4665-
3p (AUC=0.72, duyarlilik=0.61, 06zgiilliik=0.62) ve hsa-mir-6737-3p’nin (AUC= 0.50,
duyarlilik=0.47, 6zgiilliik=0.48) ROC analizi yapilmis olup hsa-mir-200c-3p ve hsa-mir-4665-
3p’nin degerleri anlamli araliklarda tespit edilmistir (Sekil 4.2.).
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hsa-mir-4665-3p'nin ROC egrisi
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Sekil 4.2: Aday miRNA’larin (hsa-mir-200c-3p, hsa-mir-4665-3p ve hsa-mir-6737-3p) ROC analiz
egrileri.

4.4.VERI TABANLI YONTEMLER iLE MIiRNA’LARIN HEDEF GEN TESPITi

Calismada aday 3 miRNA’nin genlerini tespit etmede veri tabanlarindan yararlanilmistir. Aday

3 miRNA’nin miRBase erisim ve olgun dizisi bilgisi Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6: Aday miRNA’larin miRBase erisim ve olgun dizisi.

MiRNA MiRBase Erisimi Olgun Dizisi

Hsa-mir-200c-3p MIMATO0000617 UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA
Hsa-mir-4665-3p MIMAT0019740 CUCGGCCGCGGCGCGUAGCCCeeaee
Hsa-mir-6737-3p MIMATO0027376 UCUGUGCUUCACCCCUACCCAG

3 http://www.mirbase.org/[ Ziyaret tarihi: 05.08.2018]


http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0000617
http://www.mirbase.org/%5bZiyaret
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Aday genlerin over kanserinde hedefledigi genler “TargetScan”, “DIANA TOOLS” ve
“Pathway Studio” veri tabanlar karsilastirilarak bulunmustur (Tablo 4.7).

Tablo 4.7: Aday 3 miRNA’nin “Pathway Studio”, “TargetScan” ve “DIANA TOOLS” kullanilarak

belirlenen ve over kanserinde etkili olan hedef genleri.

MiRNA Aday MiRNA’larin Over Kanserindeki
Hedef Genleri

Hsa-mir-200c-3p ZEBI (“zinc finger E-box binding homeobox
17)

ZEB?2 (“zinc finger E-box binding homeobox
27)

TUBB3 (“tubulin beta 3 class I111”’)
TP53 (p53) (“tumpor protein p53”)
CDHI (“cadherin 1)

VIM (“vimentin”)

VEGFA (“vascular endothelial growth factor
A7)

Hsa-mir-4665-3p ACHE (“acetylcholinesterase”)
FOXL?2 (“‘forkhead box L2 ")
TP73 (“tumor protein P73")

WLS (“wntless Wnt ligand secretion
mediator”’)

Hsa-mir-6737-3p CSEIL (“chromosome segregation I like”)

GTF2A1 (“general transcription factor 114
subunit 1)
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5. TARTISMA VE SONUC

Jinekolojik kanser tiirleri arasindan over kanseri (OK) en sik goriilen kanser tiirtidiir. OK
teshislerinin %90’ nin epitelyal over kanseri (EOK) olusturmaktadir. Klinik olarak OK pelviste
bir kitle halinde bulunmaktadir. Sessiz katil olarak adlandirilsa da kanserin overler ile sinirh
oldugu (evre I) asamada dahi hastalarin %80’inden fazlasi OK semptomlarina sahip oldugu
bildirilmektedir. Ancak bu semptomlar gastrointestinal, genitoiiriner ve jinekolojik durumlarla
ortak oldugu i¢in erken tanida yeterli olmamaktadir. Etkili bir tarama stratejisi gelistirme
calismalarina ragmen hastalarin ancak %20’sine erken evrelerde teshis koyulabilmektedir.
Erken tanida 5 yillik sagkalim orant %90’dir. Erken tani testlerinin duyarlilik ve 6zgiilliigii
yeterli olmamas1 sebebiyle 6zgiilliigli ve duyarliligi yliksek non-invaziv bir biyobelirteg

tanimlanmasi 6nem tagimaktadir (Matulonis ve dig., 2016).

MikroRNA (miRNA)’lar, transkripsiyon sonrasi gen anlatimini diizenleyerek ¢esitli fizyolojik
ve patolojik fonksiyonlari kontrol eden evrimsel olarak korunmus kodlanmamig RNA
molekiillerinin  18-24 niikleotid uzunlugunda bir smifidir. MiRNA’lar ilk olarak
Caenorhabditis elegans 'ta kesfedilmis ve arastirmalarla ¢ogu 6karyot genomunda da oldugu
gosterilmistir. OK hastalarinda sagkalim oranini arttirmak, kemoterapdtik ilaglara verilen
yanitin izlenmesine yardimci olmak, OK taramasi ve erken tanmi icin miRNA’lar aday
biyobelirteglerdir. MiRNA’lar kanser progresyonu, hiicre invazyonu ve metastaz, hiicre
sagkalimi ve terapdtik ilaglara yanit gibi insan malignitelerini yoneten ¢ogu hiicresel yolakda
onemli rol oynarlar. Ayrica, miRNA biyobelirtegleri EOK 'nin tan1 ve prognozu i¢in incelenen

diger biyobelirteclerden daha hassas ve 6zgiindiir (Pal ve dig., 2015).

Bu tez kapsaminda, mikrodizilim yontemiyle EOK tiimor dokusu ve over kisti dokusu
karsilastirilarak EOK tiimor dokusunda anlatimi artmis olarak bulunan hedef 3 miRNA’nin
(hsa-mir-200c-3p, hsa-mir-4665-3p ve hsa-mir-6737-3p) qPCR yontemiyle validasyon
caligmasi1 yapilmistir. Sonuglara gore EOK tiimor doku 6rnekleri kontrol olarak kullanilan over
kisti doku ornekleriyle karsilastirildiginda hedef 3 miRNA’nin anlatimlarinin arttigi
bulunmustur. “Wilcoxon” test ile qRT-PCR verilerinin biyoinformatik analizi yapilmistir
(Sekil 4.1). “ROC” analizi ile elde edilen degerlerin dogrulugu kontrol edilmistir (Sekil 4.2) ve
elde edilen egrinin altinda kalan alan “AUC” degeridir. AUC degerinin 0.50 ile 1 arasinda

olmasi gerekmektedir, bu deger 1’e yaklastik¢a elde edilen verilerin tahmin giicii o kadar
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yiiksektir. Validasyonu yapilan 3 miRNA’nin over kanserinde hedefledigi genlerin
biyoinformatik analizinde “Pathway Studio®™”, “TargetScan” ve “DIANA TOOLS” veri

tabanlar1 kullanilmistir

Calismanin sonucunda EOK tiimdrlerinde basit over dokusuyla karsilagtirildiginda mir-200c-
3p’nin anlattiminda anlamli bir artis oldugu bulunmustur (p=0.0273, AUC=0.83). Hsa-mir-
200c-3p mir-200 ailesine tiyedir. Mir-200 ailesi miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 ve
miR-429 olmak tizere 5 iiyeden olusmaktadir. Bu 5 miRNA iki kiime olusturur. Mir-200a, mir-
200b ve mir-429 1. kromozom (1p36.33) iizerinde bulunur. Mir-200c¢ ve mir-141 12. kromozom
(12p113.31) lizerinde bulunur. Mir-200 ailesi OK tanis1 ve prognozu i¢in en ¢ok calisilan
miRNA’lar arasindadir (Muralidhar ve Barbolina, 2015). Iorio ve dig., OK’de farklilagmis
miRNA’lar1 belirlemek icin normal over dokusu ve OK dokusunun anlatim profillerini
karsilastirma temelli bir ¢alisma yiirtitmistiir. Caligma sonucunda mirl41, mir-200a, mir-200¢
ve mir-200b'nin anlatimlarinin arttigini, 6zellikle mir-200¢’nin anlatiminin serdz, endometrioid

ve berrak hiicreli over kanseri tiplerinde etkili oldugunu bildirmislerdir (Iorio ve dig., 2007).

6. Chromosome 12 - NC_000012.12

[ 346577 [ Ba707E5S
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Sekil 5.1: Hsa-mir-200’iin insan genomundaki lokalizasyonu*

4 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/406985[ Ziyaret tarihi:08.10.18]


https://www.elsevier.com/solutions/pharmapendium-clinical-data
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Sekil 5.2: “Pathway Studio®” ile hsa-mir-200c-3p’nin over kanserinde hedefledigi genler
Mir-200 ailesi, kanser hiicrelerinin epitelyal 6zelliklerini ve biiylimelerini kontrol etmede
onemli bir role sahiptir. Ayrica epitelyal-mezenkimal gecisi (EMT) diizenlemede de gorev
alirlar. EMT, normal olarak polar epitelyal bir hiicrenin mezenkimal benzeri bir hiicreye
dontistiigii bir siirectir. EMT geciren bir hiicre, mezenkimal hiicrenin 6zelliklerini alip daha
hareketli, istilact olur ve apoptoza kars1 direnci artar. Hsa-mir-200c-3p ‘nin hedeflerinden biri
olan ZEB “Zinc Finger E-Box Binding Homeobox”, hiicresel transformasyonu diizenlemede
gorev alir. ZEB genleri kanser gelisimi ve ilerlemesinde epitelyal-mezenkimal ge¢isi adhezyon
molekiilii olan E-kaderini baskilayarak diizenler (Panda ve dig. 2012). CDHI “cadherin 1”
geni tarafindan iretilen E-kaderin, hiicre i¢indeki kimyasal sinyalleri iletmede, hiicre
olgunlagsmasini1 ve hareketini kontrol etmede ve belirli genlerin aktivitesini diizenlemede rol
oynar. ZEB1 “zinc finger E-box binding homeobox 1’ ve ZEB2 “zinc finger E-box binding
homeobox 27, E-kaderin promotorii i¢indeki E-kutularina dogrudan baglanarak E-kaderin
baskilayicilar olarak gorev alirlar. Boylece ZEBI ve ZEB2 E-kaderin'in anlatimini baskilayarak
EMT'nin kontroliine dogrudan katilir, hiicre gogiinii ve invazyonunu destekler. MiR-200

ailesinin, ZEBI ve ZEB2'yi 3'UTR'leri ile dogrudan hedefleyerek iiriinlerinde diisiise neden
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oluyor ve dolayisiyla anlatimlar1 azalan bu genlerin etkisi sonucunda E-kaderin yeterince

baskilanmadigindan EMT de bir artis s6z konusu olmayabilir (Humphries ve Yang, 2015).

Park ve digerlerinin yaptiklar1 calismada NCI60 over kanseri hiicrelerinin E-kaderin pozitif ve
vimentin-negatif hiicrelerinde mir-200 ailesini genel bir biyobelirte¢ olarak tanimlamislardir.
ZEB1 ve ZEB2 mRNA’larin1 hedefleyen miR200’{in E-kaderin/vimentin anlatimini sik1 bir
sekilde kontrol ettigini bildirmislerdir. Sonug olarak mir-200’iin E-kaderin pozitif hiicreler i¢in
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi ve EMT nin giiclii bir diizenleyici oldugu tespitinde
bulunmuslardir (Park ve dig., 2008).

Hsa-mir-200c-3p, ZEBI ve ZEB? ile ters olarak etkilesir. Ayrica, yiiksek dereceli serdz over
kanserinde mir-200’iin ifadesinin artis gosterdigi ZEBI ve ZEB2 ifadesininde ters olarak
azaldig1r bulunmustur. ZEBI ve ZEB2’nin anlatimimin azalmasi E-kaderin’in baskilanmasini

onler boylece hiicreler epitelyal 6zelliklerini korurlar.

VIM “vimentin” geni tarafindan iiretilen vimentin, cesitli epitelyal olmayan hiicrelerde
bulunur. Vimentin, metastaz sirasinda EMT i¢in belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Vimentin
diizeyinin azalmasi, hsa-mir-200c-3p anlatiminin artmasina neden olmaktadir (Park ve dig.,
2008). Tez kapsaminda elde edilen sonuglara gore hsa-mir-200c-3p’nin EOK tiimor
orneklerinde anlatimindaki anlamli artistan dolayi, hsa-mir-200c-3p’nin VIM ile arasindaki
negatif regiilasyon ile VIM’in anlatiminda azalis goriilebilir. Vimentinin anlatiminin az olmas1

hiicrenin epitelyal 6zelligini korudugunu ve EMT gecirmedigini gostermektedir.

Tp53 (p53) “tumor protein p53”, kanserde biiylik 6nem tasiyan ve en sik mutasyona ugramis
protein olan bir tiimor baskilayict gendir. Tiim kanserler arasinda yiiksek dereceli ser6z over
kanserin en yliksek p53 mutasyonuna sahiptir ve iyilestirici tedaviye sahip degildir (Soragni ve
dig., 2016). Memeli epitel hiicrelerinde p53°iin kayb1 miR-200c ifadesinin azalmasina yol acar
ve EMT aktive olur. p53 mir-200c’nin promotdr bolgesine baglanarak mir-200c’nin anlatimini
arttirir (Chang ve dig., 2011). TP53 fonksiyonu over kanserinde en sik goriilen genetik
anormalliklerden biridir ve hem sporadik hem de ailesel vakalarin %60-80'inde goriiliir (Croce

ve Di Leva, 2013).

VEGFA ‘“vascular endothelial growth factor A” hiicre biiylimesi, farklilasmasi, inflamasyon,
anjiyogenez ve hiicresel transformasyonda Onemli bir role sahiptir. VEGFA timor

anjiyogenezinin 6nemli bir aracidir ve serdz over kanserinde anlatimi artmaktadir. VEGFA nin
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anlatimimin artmis olmasi1 kotii prognoz ile iliskilidir (Elgaaen ve dig., 2012). Elgaaen ve
dig.’nin biyoinformatik temelli yaptiklar1 ¢alismaya gore, “progression free survival”
ilerlemesiz saglkalimla iligkili olan ve yliksek dereceli serdz over kanserinde anlatimi artmis
VEGFA hsa-mir-200c-3p’nin bir hedefidir. Aralarindaki etkilesim icin, anlatiminin fazla
olmasma karsin adatif mekanizma VEGFA’y1 azaltmak amaciyla hsa-mir-200c-3p’nin
anlatiminin artmasina izin vererek karsinogenezi engellemis olur (Vilming Elgaaen ve dig.,
2014). Anlatim1 artmig hsa-mir-200c VEGFA’nin 3’UTR bolgesiyle direkt etkilesime girerek
VEGFA’nin altimin1 baskilar (Panda ve dig., 2012). Hsa-mir-200c-3p’nin anlatiminin artmasi
ile VEGFA’nin anlatiminin azalmasi dngoriiliir bu sayede anjiyogenez olusumu engellenmis

olur.

TUBB3 “tubulin beta 3 class I1I” miR-200c'nin agresif ve ilaca direngli kanserler ile baglantili
oldugu gosterilmis olan siif III b tubulin'i kodlamaktadir (Croce ve Di Leva, 2013). Bu gen
OK’de ilag direnci ve kot prognoz ile iligkilidir. 7UBB3 gen anlatiminin posttranskripsiyonel
inhibisyonu Hey OK ve HeC50 kanser hiicre hatlarinda miR-200c¢’nin 7UBB3’1i inhibe ettigini
bildirmislerdir (Prislei ve dig., 2013). TUBB3'"lin, bir¢cok kanser tiiriinde mikrotiibiil hedefleyici
ajanlara kars1 yaygin bir direng mekanizmasi oldugu bilinmektedir. Mir-200c, OK'de asir1
anlatim1 yapilan 7UBB3'in 3’UTR bolgelerini dogrudan hedefler. TUBB3 anlatimindaki
degisiklik sayesinde OK hiicrelerinin mikrotiibiil hedefleyici ajanlara diren¢ kazanmis olur.
MiR-200cnin 7UBB3'in 3'UTR'sine baglandig1 ve anlatimimi azalttigi, boylece hiicrelerin
paklitakselin yani sira vinkristin ve epotilon gibi diger mikrotiibiil hedefleyici ajanlara kars1
duyarhilik kazandig1 gosterilmistir (Muralidhar ve Barbolina, 2015). EOK’de hsa-mir-200c-
3p’nin anlatiminin artmasindan dolayr TUBB3’1i hedefleyip hiicrelerin direng mekanizmalarini

etkiledigi soylenebilir.

Literatiirdeki arastirmalarin sonuglarinin da destekledigi lizere, hsa-mir-200c-3p’nin OK i¢in
ozellikle yiiksek dereceli serdz over kanseri igin spesifik bir biyobelirte¢ olabilecegi

diistiniilmektedir (Elgaaen ve dig., 2014).
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Tablo 5.1: Hsa-mir-200c-3p’nin katildig1 biyolojik yolaklar
Katildig: Biyolojik Yolaklar

Epitelyal hiicre farklilagmasi

Mezenkimal-epitelyal gecis

Tiimor biiylimesi

Kanserli hiicre biiylimesi

Hsa-mir-200c-3p Epitelyal mezenkimal gegis

Hiicre sagkalim

Hiicre olumiu

Apoptozis

Mikrodizilim yontemiyle ve qRT-PCR teknigi sonucunda elde edilen verilere gore hsa-mir-
4665-3p’nin (p=0.13, AUC=0.72) anlatim1 EOK tiimér oOrneklerinde artmistir. Ancak
biyoistatistiksel calismalar sonucunda anlamli bir artis olmadig1 kanitlanmistir. Hsa-mir-4665-
3p ile iliskili literatiirde ¢esitli hastaliklarla ilgili caligmalar bulunmustur. Zhang ve dig. kolon
kanseri hastalar1 ve saglikli bireylerin serum Ornekleri arasinda bir ¢alisma yiirlitmiis ve
mikrodizilim sonuglarinda hsa-mir-4665-3p'nin anlatim diizeyinin kolon kanserleri
hastalarinda azaldigin1 bulmuglardir (Zhang ve dig., 2017). Xie ve dig.’nin ylriittigu
calismada, pankreas kanseri hastalar1 ve saglikli bireylerin tiikiiriik Ornekleri toplanmus,
mikrodizilim ve qPCR metodlar1 ile anlatim seviyelerine bakilmistir. Hsa-mir-4665-3p’nin
anlatiminda anlaml bir degisiklik bulunmamustir (Xie ve dig., 2015). Liao ve dig. tarafindan
yapilan calismada ise yemek borusu kanseri hastalarindan ve saglik bireylerden plazma
ornekleri toplanip mikrodizilim teknigiyle miRNA profillerine bakilmistir. Hsa-mir-4665-
3p'nin yemek borusu kanseri hastalarinda anlatiminin azaldig1 bulunmustir (Liao ve dig., 2016).
Hsa-mir-4665-3p yapilan istatiksel ¢alismalara gore ACHE “acetylcholinesterase”, FOXL2
“forkhead box L2, TP73 “tumor protein P73”, WLS “wntless Wnt ligand secretion mediator”™
genleri OK ile belirgin iliski icerisindedir.
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Calismamizda hsa-mir-6737-3p’nin (p=0.8457, AUC=0.50) anlatimmin EOK dokularinda
artt1igr bulunmustur ancak biyoinformatik analizler sonrasi anlamli bir artis olmadigi
gozlemlenmistir. Tez kapsaminda yapilan biyoinformatik ¢aligmalarda OK’nin gelisiminde
katki saglayan ve hsa-mir-6737-3p’nin ortak olarak hedefledigi genler CSEIL “chromosome
segregation 1 like” ve GTF2A1 ‘“general transcription factor IIA subunit 1~ olarak
bulunmustur. Literatiirde hsa-mir-6737-3p’nin ¢esitli hastaliklarda anlatim profillemesi ile
ilgili birka¢ caligma bulunmustur. Shang ve Li tarafindan yliriitiilen bir ¢aligmada vitiligo
hastalarindan ve vitiligo ya da herhangi bir otoimmiin hastalig1 olmayan kisilerden periferik
kan ornekleri toplanip mikrodizilim ve qRT-PCR teknikleri kullanilarak miRNA profillerinin
farklilasmalarina bakilmistir. Sonucta vitiligo hastalarinda aday miRNA’lar arasinda bulunan
hsa-mir-6737-3p’nin anlattiminin azaldigi bulunmustur (Shang ve Li, 2017). Zou ve dig.
tarafindan nonsendromik yarik dudak hastalar1 ve kontrol gruplarindan plazma ornekleri
toplanip mikrodizilim yontemiyle miRNA profilleme ¢alismasi yapilmistir. Nonsendromik
yarik dudak hastalarinda hsa-mir-6737-3p’nin anlatiminin azaldigir gézlemlenmistir (Zou ve

dig., 2016).

Tez kapsaminda elde edilen sonuglara gore hsa-mir-200c-3p (p=0.0273, AUC=0.83) OK
tiimdrlerinin tespiti i¢in aday bir biyobelirte¢ olabilecegi 6ngoriilmektedir. Hsa-mir-4665-3p
(p=0.13, AUC=0.72) ve hsa-mir-6737-3p’nin (p=0.8457, AUC=0.50) qRT-PCR sonug¢larinin
biyoinformatik analizlerine gore giivenilir bir biyobelirte¢ olamayacagi diistiniilmektedir.
Yapilan biyoinformatik ve yolak analizleriyle hedef miRNA’larin over kanserinde hedefledigi
genler, etkiledigi mekanizmalar aydinlatilmistir. MiRNA’larin EOK tanist ve prognozu i¢in
hassas ve giivenilir bir biyobelirteg adayr olmalarindan dolayr yapilan bu validasyon

calismasinin erken taniya katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
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