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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

OVER KANSERINDE MiRNA ANALIiZi iLE MOLEKULER TANI VE
iZLEME

ECE GUMUSOGLU

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii

Damisman : Do¢. Dr. Tuba GUNEL

Over kanseri kadin Oliimlerine neden olan birinci siradaki jinekolojik kanserdir.
Epitelyal over kanseri (EOK) o6liim orani en yiiksek over kanseri ¢esididir. EOK
genellikle asemptomiktir ve uygun tarama testlerinin sayis1 azdir. Hastalik %70 oranda
ileri evrelerde (evre III ve IV) teshis edilir ve 5 yillik sag kalim oram1 %30’dan azdir.
Evre I’de tanis1 koyulan EOK’li olgularin 5 yillik sag kalim orant %90’a, evre 1I’de
teshis edilen olgularin ise %70’e kadar ¢ikar. Bu nedenle EOK’nin erken teshisi klinikte
cok biiylik 6nem tasir. Bu aragtirmada miRNA’lar aracilig1 ile over kanserinin erken
teshisi amaglanmustir.

MikroRNA’lar (miRNA) insan hastaliklarinin tanisinda kullanilan ve plazmada
saptanan kiiclik diizenleyici RNA ailesidir. Spesifik mRNA’larin susturulmasinda etkili
olan miRNA’lar gen anlatimini transkripsiyon sonrasi diizenleyen, protein kodlamayan
RNA’lardir. Over kanserinde miRNA anlatimi genelde diizensiz olmasina ragmen,
kanserle iligkili miRNA’larda mutasyonlara daha nadir rastlanir. Yapilan ¢ogu
calismada normal over epiteli ile over kanserindeki miRNA profili arasinda fark oldugu
gosterilmistir.

Yaptigimiz tez caligmasinda, epitelyal over kanseri olan vakalarda, over kanseri gecirip
tedavi sonrasinda tekrarlayan (niiks) olgularda, basit over kisti vakalarinda ve saglikli
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bireylerde miRNA anlatim profilleri karsilastirilmistir. Saglikli grup hari¢ diger
gruplardan hem doku hem serum ornegi, sagliklilardan ise sadece serum Ornegi
toplanmustir. Basit over kisti dokular1, kontrol olarak kullanilirken; saglikli serumlari,
serum grubunda kontrol olarak kullanilmistir. Doku &rneklerinin ikili ve tglii
karsilastirilmas1 sonucunda toplam 6 tane anlamli olarak degismis (p degeri 0.05’den
kiiclik ve anlatim degisme katsayis1 2’den biiyiik olan) miRNA (hsa-miR-4665-3p, hsa-
miR-200c-3p, hsa-miR-6737-3p, hsa-miR-3656, hsa-miR145-5p, hsa-miR-320¢) tespit
edilmistir. Bu miRNA’larin hedefledigi genlere ve yolaklarina gore analiz yapildiginda
kanserle iligkileri belirlenmistir.

Serum Orneklerinde ikili, tiglii ve dortli gruplandirilmis orneklerde miRNA anlatim
analizinde anlamli olarak degisen (p degeri 0.05°den kiigciik ve anlatim deg§isme
katsayist 2’den biiylik olan) 12 tane miRNA (hsa-miR-1909-5p, hsa-miR-3646, hsa-
miR-3656, hsa-miR-548am-5p, hsa-miR-6775-3p, hsa-miR-6794-3p, hsa-miR-885-5p,
hsa-miR1234-3p, hsa-miR-6125, hsa-miR-7108-5p, hsa-let-7d-3p, hsa-miR-449c-3p)
tespit edilmistir. Bu miRNA’larin hedefledigi genlere ve yolaklarina goére analiz
yapildiginda kanserle iliskili olduklar1 goriilmiistiir.

EOK’un erken tanisina yonelik miRNA’larla uluslararasi diizeyde bilimsel caligsmalar
yapilmaktadir. EOK’un molekiiler tan1 yontemleri araciligiyla tanimlanmasina yonelik
rutin bir uygulama olmadig1 gibi niiks-over kanseri ve basit over kistinde meydana
gelen miRNA anlatim degisikliklerinin birlikte mikroarray ile tarandigi literatiire
rastlanmamistir. Arastirma sonuglarimiza gore mikroarray ile tespit ettigimiz
miRNA’larin validasyonu yapilarak %90 olan 5 yillik sag kalim oranina erisebilme
miimkiin olacaktir.

Haziran 2016, 122 sayfa

Anahtar kelimeler: over kanseri, miRNA, mikroarray, molekiiler tani
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Ovarian cancer is first gynecologic cancer that causes women death and epithelial
ovarian cancer (EOC) is the most lethal ovarian cancer type. EOC 1is usually
asymptomatic and few screening tests are available, almost 70% of women present with
advanced-stage (stage III or IV) disease, with 5-year survival rates of less than 30%.
Patients who are diagnosed with stage I disease have a 5-year survival rate of up to
90%, and patients with stage II disease have a 5-year survival rate of up to 70%.
Therefore, early detection of EOC has a great importance in clinic. In this study, early
diagnosis of ovarian cancer by miRNA is aimed.

MicroRNAs (miRNAs) are small regulatory RNA family found in plasma and used for
diagnosis of human diseases. miRNAs are non-coding RNAs that represses specific
mRNAs and regulates post-transcriptional gene expression. Although miRNA
expression is irregular in ovarian cancer, mutations are found rarely in cancer related
miRNAs. Several studies showed that different miRNA profile between normal ovarian
epithel and ovarian cancer.

In this thesis study, miRNA expression profiles have been compared between patients
suffering ovarian cancer, recurrence ovarian cancer after treatment, simple ovarian cysts
and healthy individuals. Either tissue and serum samples were collected from whole
groups except healthy individuals. From healthy group, only serum samples were
attained. While, simple ovarian cysts tissues have been used as a control group; healthy
serums have been used as a control group between serum samples. In the results of
comparison of miRNA expressions profiles in between two and three tissue groups; 6
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significantly (p value is smaller than 0.005 and fold change is greater than 2) altered
expression levels miRNAs (hsa-miR-4665-3p, hsa-miR-200c-3p, hsa-miR-6737-3p,
hsa-miR-3656, hsa-miR145-5p, hsa-miR-320¢) have been detected. Relations of genes
and pathways with cancer can be determined, when the target genes and pathways of
these miRNAs were analyzed.

In the results of comparison of miRNA expressions profiles in between two,three and
four serum groups; 12 significantly (p value is smaller than 0.005 and fold change is
greater than 2) altered expression levels miRNAs (hsa-miR-1909-5p, hsa-miR-3646,
hsa-miR-3656, hsa-miR-548am-5p, hsa-miR-6775-3p, hsa-miR-6794-3p, hsa-miR-885-
5p, hsa-miR-1234-3p, hsa-miR-6125, hsa-miR-7108-5p, hsa-let-7d-3p, hsa-miR-449c-
3p) have been detected. Relations of genes and pathways with cancer can be
determined, when the target genes and pathways of these miRNAs were analyzed.

Scientific researches about early detection of EOC by miRNA are performed
international level. There is not routine application for detect EOC with molecular
diagnostic methods yet. Besides, any other study that screens the altered miRNA
expression level on ovarian cancer, recurrent ovarian cancer and simple ovarian cyst
samples together; is found in between the previous studies. As a result of our study,
with the detected altered miRNAs validation, it will be possible to reach 90% of 5-year
survival rate.

June 2016, 122 pages

Keywords: over cancer, miRNA, microarray, molecular diagnosis
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1. GIRIS

Over kanseri, ovaryumlarda baslayan ve genelde viicuda yayilan bir kanser tiiriidiir
(Edmondson ve dig, 2001). Hayatta kalma orani diisiik olan ve hizli yayilma gosteren
heterojen bir hastaliktir' ve jinekolojik kanser kaynakli Sliimlerin en énemli nedenidir
(Chu ve Rubin, 2005). Diinyada kadinlar arasinda kanserle iligkili 6liimlerin besinci
onemli nedeni olarak gosterilir (Alain, 2008). Over kanserinin gec¢ evrelere kadar
asemptomik olmasi ve hastaligin erken evrelerinde tan1 koyulabilmesi igin etkili bir
tarama testinin heniiz bulunmamasi nedeniyle hastalik tanisi erken evrelerde
yapilamamaktadir. Bunun bir sonucu olarak da 5 yillik sag kalim orami %45’
gecememektedir (American Cancer Society, 2011). Kullanilan bir¢ok tani yontemine
ragmen over kanserinin erken tanisi kesin olarak yapilamamakta ve ileri yontemlerle
gelistirilmesi gerekmektedir. Miimkiin olan en az girisimsel islemle over kanserinin
tanist i¢in spesifik biyobelirteclerin kullanilmasi ¢ok onemlidir. Bu nedenle over
kanserine yiiksek hassasiyet gosteren erken tani biyobelirteglerinin taninmasi ve
validasyonu yapilmas1 gerekir. Bu baglamda yaptigimiz ¢alisma ileri validasyonlarla

birlestirilmek sartiyla biyobelirte¢ belirlenmesine katki saglayacaktir.

Bu ¢alismanin amaci epitelyal over kanseri olan vakalarda, over kanseri gegirip tedavi
sonrasinda tekrarlayan (niiks) olgularda, basit over kisti vakalarinda; kan plazmasindan
ve tiimor dokusundan elde edilen miRNA’larin anlatim miktarin1 6lgmek ve sonuglari
ayn1 yas araligindaki saglikli 6rneklerin plazmalarindan elde edilen miRNA profilleriyle
ve birbiriyle de karsilagtirmaktir. Elde edilen degerlerden yola ¢ikilarak anlatimlarinda
diisiis veya artis olan miRNA’larin mantiksal anlatim degisikligine dayanarak
biyobelirte¢ olarak erken tan1 amaclh kullanmaktir. Bu c¢alisma sonucunda elde edilen
anlatim degisikligi analizine gére miRNA’lar ile over kanserinin arasindaki iliski tespit

edilmistir.

" http://medicine.yale.edu/cancer/patient/ programs/breast/info/info.aspx?id=cdr62855
? http://medicine.yale.edu/cancer/patient/ programs/breast/info/info.aspx?id=cdr62855



1.1. OVER KANSERI

Ovaryum dokusu pek ¢ok degisik hiicreden olusur. Bunlar ovaryumun i¢ kismini orten
ve overleri iireten lireme (germ) hiicreleri, dstrojen ve progesteron hormonlarinin biiytik
kismini iireten stromal hiicreler ve ovaryumun dis kismimi orten epitelyal hiicrelerdir
(Dina ve dig, 2002). Her hiicre tipinden farkli tiirde tiimor gelisebilir. Bu tiimdrler
epitelyal tiimorler, germ hiicreli tiimorler (over hiicresi ve folikiilden koken alan) ve
stromal tlimorlerdir. Over kanserlerinde ilk ayirim hiicre sinifina gore epitelyal ve non-
epitelyal over kanserleri olarak 2 grupta yapilir. Daha sik goriilen epitelyal over
timorleri: serdz timorler, miisindz timorler, endometrioid tiimorler, berrak hiicreli
timdrler, Brenner tlimorleri, indiferansiye karsinomlar, mikst epitelyal tlimorler.
Nonepitelyal ovaryum tiimoérleri: graniilosa hiicreli tiimdrler, germ hiicreli tiimorler,
sarkomlar, lenfomalar (Berek, 2004). Bu tiimdr tiplerinin molekiiler ve hiicresel
diizeyde analizleriyle over kanserinin erken tanisina yonelik ¢alismalar yiiriitiilebilir ve
uzun siireli sag kalim orani arttirilabilir. Over kanseri olusumunda bir¢ok etken rol
oynarken genomda meydana gelen mutasyonlar ve epigenetik degisimler ¢ok 6nemli bir
yere sahiptir. Bu nedenle mutasyonlara ve epigenetik degisimlere yonelik caligmalarla
hastaligin erken tanisi, seyri, tedaviye yanit1 gibi Ozellikler hakkinda bilgi sahibi

olunabilir.

Over kanseri, diinya genelindeki kadinlarda kanser nedeniyle gerceklesen oliimlerin
besinci sebebidir ve belirli bir niifusta belirli bir zaman dilimi igerisinde yeni olgularinin
sayis1 (insidansi) gelismis iilkelerde daha yiiksektir. Ulkemizde, T.C. Saglhk
Bakanliginin 2009°da yayinladig: saglik istatistikleri verilerine gore, over kanseri Tiirk
kadinlarinda goriilen kanserler igerisinde 7. sirada yer almaktadir (Kose ve dig, 2014).
Over kanseri riskini artiran etmenler ileri yas, genetik olarak yatkinlik, infertil olma ya
da fertilite tedavisi gérmek, hormon replasman tedavisi (HRT) gérmek, fazla kilolu ve
uzun olma, endometriyozis, pelvik enflamatuvar hastaligi, polikistik over sendromu,

dogum kontrol haplarinin daha az kullanima, talk pudras1 vb. olarak siralanabilir.



1.2. OVER KANSERI TANISI

Over kanserinin tanisi spesifik olmayan semptomlar nedeniyle zordur (Roett ve Evans,
2009). Semptomatik ve asemptomatik over kanserlerinin tanisinda bir¢ok yontem
kullanilir. Pelvik muayene, transvajinal goriintiileme ve CA-125 (cancer antigen-125)
testleri over kanseri tanisinda kullanilan standart yontemlerdendir. Ama bu yontemlerin
Ozgiilliigii ve hassasligi erken evrede tani i¢in yeterli degildir. Bu nedenle molekiiler kan
testleri ile bu metotlar birlestirilerek erken evrede daha hassas ve dogru tan1 yontemleri
gelistirilmelidir. Bu baglamda molekiiler biyobelirtecler biiyiik 6nem tasimaktadir. Over
kanseri tanisinda protein, gen, metabolit, mikroRNA temelli biyobelirtegler kullanilir.
Giinlimiizde en sik kullanilani protein temelli belirteclerdir ¢iinkii gen temelli olanlarin
proteine olan etkileri bilinmemektedir. Heniiz yeni yontem olarak yavas yavas
kullanilmaya baglayan mikroRNA temelli belirtecler de mRNA hedeflerinin
anlatimlarin1 degistiren ve anlatim yapmayan kiigiik RNA’lar olarak over kanseri
tanisinda yerini almaktadir. Anlatimlar1 degisen mikroRNA’larin kandan tespit
edilmesiyle erken evrede over kanseri tanisi yapilabilecek ayrica hastaligin ilerlemesi,
tedaviye yaniti ve evresi de tespit edilebilecektir. Suanda gelismekte olan bir alan
oldugu i¢in daha fazla c¢alismaya ve validasyonlara gereksinim vardir. Ayrica birden
fazla biyobelirtecin kullanildigi over kanseri panelleri olusturularak taniya yonelik
aragtirmalar da yapilmaktadir. Bu calismada over kanserinin erken tanisini yapmak
tizere miRNA’lar aragtiritlmis ve en az girisimsel yontemler kullanilirak yapilacak tani

yontemlerinden olan kandan over kanseri tanisina katki saglanmastir.

Non-invasiv tiim0r tani ve taramasi tipta 6nemli bir yaklasim haline gelmistir. Dokudan
biyopsinin aksine dolasan tiimor hiicrelerinin (circulating tumor cells-CTCs) ve timor
niikleik asitlerinin tespiti (circulating tumor DNA/RNA) ile en az invasiv metotla
prediktif ve prognostik belirtegler belirlenebilir. Bu ¢calismada da periferik kanda serbest

dolasan miRNA’lar kullanilarak over kanseri tanis1 amaglanmistir.

Over kanseri tanisinda bir¢ok molekiiler yontem kullanilir. miRNA’larin analizinde
kullanilan belli bagh yontemler revers-transkripsiyon kantitatif PCR(polimerase chain
reaction, polimeraz zincir reaksiyonu), in-situ hibridizasyon, mikroarray ve yeni nesil

dizilemedir. Aday miRNA’larin tanimlanmasi i¢in mikroarray temelli anlatim analizleri



ideal bir tekniktir ¢ilinkii istenilen yiizlerce 6rnekte miRNA anlatim analizi yapilabilir ve
“high-throughput” veri elde edilebilir (Aldridge ve Hadfield, 2012). MiRNA mikroarray
teknolojisi normal ve tiimor 6rnekleri arasindaki miRNA anlatim farklarini tespit etmek
icin ¢ok gii¢lii bir tekniktir (Iorio ve dig, 2007; lorio ve dig, 2005; Calin ve Croce;
2006, Esquela-Kerscher ve Slack, 2006). Ayrica belirli bir klinik ve patolojik 6zellik ya
da hastalik etkisi miRNA anlatim analizi ile tespit edilebilir (Calin ve dig, 2005;
Yanaihara ve dig, 2006). Bu nedenlerden dolay1r yapilan tez calismasinda miRNA

analizi i¢in mikroarray yontemi kullanilmstir.

1.3. MALZEME VE YONTEM

Arastirmamizdaki ornekler; saglikli bireylerden, primer epitelyal over kanser teshisi
konulmus hastalardan, daha Once over kanser ge¢misi olup tekrar niiks etmis
hastalardan ve basit over kisti bulunan hastalardan toplanmistir. 2 deney (over kanseri
ve niiks) ve 2 kontrol (basit over kisti ve saglikll)) olmak {iizere toplam 4 aragtirma
grubuyla calisilmistir. Saglikli grup hari¢ diger arastirma gruplarindan hem periferal
kandan elde edilen serum hem de tiimér (ya da kist) dokulari almmistir. Saglikli
grubundan sadece serum alinmistir. Alinan periferal kanlar ve dokular aym giin soguk
zincir ile I.U. Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Molekiiler Tan1 ve Analiz Birimi
laboratuvarina transfer edilmistir. Bu arastirmada toplanan serum ve tiimor veya kist
dokularmin tiimiinden izolasyon yapilmis ve elde edilen RNA’lardan kalitesi en yliksek
olan 8’er Ornek ileriki asamalarda kullanilmak {izere nanodrop ve biyoanalizor
teknikleriyle degerlendirilerek sec¢ilmistir. Uygun degerdeki miRNA’lar “Agilent”
miRNA mikroarray sistemi ile analiz edilmis ve gruplar arasinda anlatim farki bulunan
miRNA’lar biyoinformatik yontemlerle elde edilmistir. Bu miRNA’lar arasinda en
anlamli olanlar secilmis ve ilgili oldugu hedef genler, yolaklar belirlenmistir. Ayrica
anlatim farki olan miRNA’lar {izerine yapilmis literatiirler taranmis ve kanserle iliskileri

belirlenmistir.



1.4. BULGULAR VE TARTISMA

Analizler serum ve doku olmak iizere iki gruba ayrilarak yapilmistir. Doku 6rneklerinde
anlatim1 degisen miRNA’lar over-niiks ve kist dokularinda karsilastirilmistir. Bu grupta
kist grubu kontrol olarak alinmistir. Doku 6rneklerinin ikili ve tglii karsilastirilmast
sonucunda toplam 6 tane anlamli olarak degismis (p degeri 0.05°den kiigiik ve anlatim
degisme katsayis1 2’den biiyiik olan) miRNA (hsa-miR-4665-3p, hsa-miR-200c-3p, hsa-
miR-6737-3p, hsa-miR-3656, hsa-miR145-5p, hsa-miR-320¢) tespit edilmistir. Bu
miRNA’larin hedefledigi genlere ve yolaklarima gore analiz yapildiginda kanserle

iligkili olduklar1 tespit edilmistir.

Serum orneklerinde ikili, li¢lii ve dortlii gruplandirilmis 6rneklerde miRNA anlatim
analizi yapilmistir. Anlatimi anlamli olarak degisen (p degeri 0.05°den kiiclik ve anlatim
degisme katsayisi 2’den biiyiik olan) 12 tane miRNA (hsa-miR-1909-5p, hsa-miR-3646,
hsa-miR-548am-5p, hsa-miR-6775-3p, hsa-miR-6794-3p, hsa-miR-885-5p, hsa-
miR1234-3p, hsa-miR-6125, hsa-miR-7108-5p, hsa-let-7d-3p, hsa-miR-449c-3p)
belirlenmistir. Bu miRNA’larin hedefledigi genlere ve yolaklarma gore analiz

yapildiginda kanserle iliskili olduklar goriilmiistiir.

Literatiirde kanserle iligskisine rastlanmayan miRNA’larin herbiri potansiyel yeni bir
biyobelirteg 6zelligi tasimaktadir. Anlamli anlatim degisikligi gosteren bu miRNA’larin
validasyonlar, hedef mRNA’lar ve proteinler bazinda yapilan analizlerle desteklenmesi
gerekmektedir. Over kanseriyle iligkisi kanitlanmis olan miRNA’lar ise biyobelirteg
olarak over kanserinin veya niiks etmis over kanserlerinin erken tani panellerine

eklenerek bu 6liimciil hastaligin 6liim oranini azaltmak i¢in kullanilabilir.

Cagin hastalig1 olan kanserin tedavi stratejilerinin degigsmesi ve gelismesi molekiiler
anlamda daha ¢ok bilginin elde edilmesi ile miimkiindiir. Bu tez kapsaminda jinekolojik
kanserlerde 6liim orani en fazla olan over kanserinin tanisinda biyobelirte¢ olarak
saptamaya calistigimiz miRNA’lar literatiire katki saglayacagi gibi calisilan hasta
sayilarinin arttirilarak belirledigimiz miRNA’larin “Real-time PCR(“polymerase chain

reaction”)”ile validasyonlari ile biyobelirteg olarak kullanimlari gergek olabilecektir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. OVER KANSERI VE GELISiMi

Over kanseri, ovaryumlarda baslayan ve genelde viicuda yayilan bir kanser tiirtidiir
(Edmondson ve dig, 2001). Hayatta kalma orani diisiik olan ve hizli yayilma gdsteren
heterojen bir hastaliktir” ve jinekolojik kanser kaynakli éliimlerin en énemli nedenidir
(Chu ve Rubin, 2005). Diinyada kadinlar arasinda kanserle iligkili 6limlerin besinci
onemli nedeni olarak gosterilir (Alain, 2008) (Tablo 2.1.). Ovaryum kanserinin geg
evrelere kadar asemptomik olmasi ve hastalifin erken evrelerinde tani koyulabilmesi
icin etkili bir tarama testinin heniiz bulunmamasi nedeniyle hastalik tanisi erken
evrelerde yapilamamaktadir. Bunun bir sonucu olarak da 5 yillik sag kalim orani %45°1

gecememektedir (American Cancer Society, 2011).

Tablo 2.1: Diinya ¢apina kadinlarda en sik goriilen kanser tipleri ve 6liim oranlari.

Kanser tipleri insidans(%) Oliim Orani(%)
Akciger Kanseri 18,6 13,6
Endometriyum Kanseri 12,8 2,4
Kolorektal Kanser 24,2 92
Meme Kanseri 66,4 15,3
Ovaryum Kanseri 9,4 5,1

Over kanserinin tanist spesifik olmayan semptromlar nedeniyle zor olabilmektedir
(Roett ve Evans, 2009). En genel semptomlar1 sigkinlik, pelvik ve abdominal agri, zor

yeme ya da ¢abuk doyma, acil veya sik idrara ¢ikma istegidir.

2.1.1. Over Kanseri Biyolojisi
Overler, pelviste uterusun her iki yaninda birer tane bulunmaktadir. Sekil ve 6l¢ii olarak
iri bir badem goriiniimiindedirler. 4 cm uzunlukta, 2 cm genislikte ve 1 cm

kalmhigindadirlar. Her biri uterusa fallop tiipleri ile baglhidir. Islevleri, over hiicresinin

2 http://medicine.yale.edu/cancer/patient/ programs/breast/info/info.aspx?id=cdr62855




olgunlasip ovaryumlardan atilmasi (ovulasyon) ile iireme siklusunda gorevli dstrojen ve

progesteron hormonlarini salgilamaktir.

Ovaryum dokusu pek ¢ok degisik hiicreden olusur. Bunlar ovaryumun i¢ kismini orten
ve overleri iireten lireme (germ) hiicreleri, Ostrojen ve progesteron hormonlarinin biiytik
kismini iireten stromal hiicreler ve ovaryumun dis kismini orten epitelyal hiicrelerdir
(Dina ve dig, 2002). Her hiicre tipinden farkli tiirde tiimor geligebilir (Sekil 2.1.). Bu
tiimorler epitelyal tiimorler, germ hiicreli timorler (over hiicresi ve folikiilden kdken
alan) ve stromal tiimorlerdir. Epitelyal tiimorler over dis ylizeyini Orten epitel
hiicrelerden kokenlenir. Germ hiicre tiimorleri overden tiirevlenirlenirler. Stromal
tiimorler ise over hiicrelerini bir arada tutan, disi hormonlari, progesteron ve Ostrojen
iireten yapisal hiicrelerden olusur. Bu tiimorlerin ¢ogu iyi huylu tiimorlerdir ve over
disina dagilmazlar. lyi huylu tiimérler overin tamaminin ya da tiimér igeren bir kisminin
alinmasiyla tedavi edilebilir. K6tii huylu olan tiimdrler ise metastaz yapabilir ya da
Olumciil olabilir (American Cancer Society, 2011).  Nonspesifik bag dokusu
hiicrelerinden koken alan tiimérler ve baska bir organdan metastaz yolu ile gelen

tiimdrlerdir (Edmondson ve dig, 2001).

-

-
Over Eanseri

Mormal Owver

Sekil 2.1: Normal over ile over kanserinin
fiziksel olarak karsilastiriimasi.

Uzun siireli sag kalimi arttirmak; molekiiler ve hiicresel diizeyde edinilen bilgilerin
kisisellestirilmis tedavi stratejilerinde ve erken tani i¢in kullanilmasiyla saglanabilir. Bu
nedenle over kanserinin molekiiler ve hiicresel diizeyde analizi sag kalim oranim

arttirmak i¢in 6nemlidir (Bast ve dig, 2009).

Over kanseri heterojendir ve over kanseri olan hastalarda ¢oklu genetik ve epigenetik

degisimler belirlidir fakat o degisimlerin nasil se¢ildigi hala tam olarak anlagilmamaistir.



TP53 fonksiyonunda mutasyon ve kayip over kanserinde en sik goriilen genetik
anomalilerinden biridir; sporadik ve ailesel vakalarin %60-80’inde goriiliir. Over
kanserinde bugiine kadar kesfedilen 16 tiimor baskilayici genden 3 tanesi “imprint”
gendir. Cogu biiyiime inhibe edici gen ise metilasyonla susturulmus veya “imprint”
haldedir. Tablo 2.2.’de tiimor baskilayict genler ve epitelyal over kanserinde kaybolan
fonksiyonlart gosterilmistir. DNA tamir mekanizmasinda meydana gelen hasarlarin;
over kanserlerinin %10-15’inde kalitildig1r gozlenmistir. Mutasyon tasiyan bireylerde
hayat boyu over kanseri gelisme riski ise genetik bozukluga gore farklilik gosterir.
Ornegin BRCAI (Breast cancer 1) hasarlar1 %30-60 oranla gozlenirken, BRCA2 (Breast
cancer 2) hasarlart %15-30 oraniyla gozlenir. En az 15 onkogenin (Tablo 2.3.) over
kanserinde rol oynadig1 gosterilmistir ayrica kodlama yapmayan mikroRNA’lar olarak
bilinen bolgelerde DNA kopya sayist degisimleri gézlenmistir. En az 7 sinyal yolagi
%350°den fazla vakada aktive olmus; hiicre proliferasyon, apoptoz ve otofajide etkili

olan mutasyonlar artmistir (Bast ve dig, 2009).

Tablo 2.2: Tiimor baskilayici genler ve epitelyal over kanserinde kaybolan fonksiyonlar1 (Bast
ve dig, 2009; Bast ve dig, 2008).

miRNA anlatiminin
Anlatim azalma

mekanizmasi

azaldigi ya da inaktif
oldugu kanser orani

Fonksiyon

26 kDa GTPaz; proliferasyon
“Imprinting”; “LOH (loss | ve hareketi inhibe eder;

ARHI of heterozygosity)”; otofaji ve dormansiyi
(DIRAS | 1p31 60% promotér metilasyonu; tetikler; P21 anlatimi artar
3) E2F1 ve E2F4 ile siklin D1, P13K, Ras—Mapk
transkripsiyon azalmasi sinyalleri ve STAT3'i inhibe
eder

Bircok kanserde
proliferasyon ve
timorlesmeyi inhibe eder;
Ras inhibisyonu, siklin D
anlatiminin azalmasi ve JNK
3p21 60% Hipermetilasyon sinyalleri ile iliskilidir;
mikrotibdlleri stabilize
eder; ig ipligi kontrol
noktalarini diizenler; CD95
ve TNFa indlklenmis
apoptozu diizenler

RASSF1
A

Promotor Baglanma bagimli bliiytimeyi
DLEC1 | 3p22.3 73% hipermetilasyon ve inhibe eden 166 kDa
histon hipoasetilasyon sitoplazmik protein




Tablo 2.3 (devam): Tiimdr baskilayict genler ve epitelyal over kanserinde kaybolan
fonksiyonlar1 (Bast ve dig, 2009; Bast ve dig, 2008).

70-90% diisiik

32 kDa Ca**-baglanma

SPARC | 5¢31 anlatim; 9% anlatim Transkripsiyon .
protein, adhezyonu engeller
kaybi
105 kDa protein GRB2’e
baglanir, Ras and Mapk
aktivasyonunu engeller; FOS
indiklenmesini engeller ve
DAB2 5q13 58-85% anlatim e ILK aktivitesini azaltir;
(DOC2) kaybi anoikis de gorev alir;
proliferasyonu inhibe eder;
baglanma bagimli blylimeyi
ve tiimor gelisimini inhibe
eder
“Imprinting”; LOH; EGF 55 kDa nuclear ginko-
PLACL1 625 39% ve TPA.tar'aflndan parmak protein; o
(LOT1) transkripsiyonun proliferasyon ve timor
azalmasi gelisimini inhibe eder
90 kDa ribozomal S6 serin
trionin kinaz; bliyimeyi
RPS6K Overde monoallelik inhibe eder; apoptozu
AZ 6q27 s anlatim; LOH indukler; ERK fosforilasyonu
ve siklin D1 azaltir; p21 and
p27 arttirir
3-8% mutasyonlu;
27%'sinde anlatim PI3 fosfataz; proliferasyonu,
PTEN 10923 kaybi, 6ze!|il.<|e Promoter metilasyon; g.ij(;.[] ve: s‘aé kalhmi azaltir;
endometrioid ve LOH; mutasyon siklin Dyi azaltir, p27
“clearcell” arttirir.
histotiplerinde
GPl-baglanmis IgLON aile
OPCML | 1125 56-83% Promotor metilasyon; Gyelerinin agregasyonunu
LOH; mutasyon arttirir; proliferasyon ve
timor gelisimini inhibe eder
DNA DSBs’nin tamiri
BRCA2 | 13q12-13 3-6% LOH; mutasyon sirasinda RAD51’e baglanir
ARL11 13q14 62% Promotor metilasyon ADP r|b02|.lasyll'on faktor;
apoptozu indikler
30-49%, ozellikle Baglanma bagimli biiylimeyi
WWOX | 16023 Zni]sinéz \'/Ie LOH; mutasyon ve timor geli§imini inhjbe
clearcell eder; faredeki homologu
histotiplerinde apoptoz icin gereklidir
53 kDa niiklear protein;
hiicre donglisu
TPS3 | 17p13.1 | 50-70% Mutasyon tutuldanmasi ve DNA

stabilitesinin arttirilmasini
saglayan p21’l indiikler,
apoptozu indikler




Tablo 2.4 (devam): Tiimdr baskilayict genler ve epitelyal over kanserinde kaybolan
fonksiyonlari (Bast ve dig, 2009; Bast ve dig, 2008).

50 kDa protein;
proliferasyonu and
klonagenisitiyi azaltir; siklin
DI'i azaltir

Homolog rekombinasyonda
DNA DSBs’nin tamirinde
direkt olarak rol alan E3
ubikitin ligaz, ABL1'i regule
eder; p53,androjen
reseptori, 6strojen
reseptorii ve MYC'yi
indikler

DPH1 17p13.3 37% LOH

BRCA1 | 17qg21 6—8% Mutasyon; LOH

“Imprinting”; LOH;
PEG3 19913 75% promotdr metilasyonu;
transkripsiyon

p53-bagimli apoptozu
indikler

Tablo 2.5: Epitelyal over kanserle iligkili onkogenler’ (Bast ve dig, 2009; Bast ve dig, 2008).

Anlatim Anlatiminin Mutasyonlu
Kromozom | yaptigi kanser | arttigi o kanser oldugu kanser Fonksiyonu
ylizdesi ylzdesi yiizdesi
Sitoplazmik
. . GTPaz ve
RAB25 1922 54% 80—89% Belirlenmemis .
apikal damar
kacagi
EVI1 3926 Belirlenmemis | Belirlenmemis Belirlenmemis Tran“sk“r|p5|yon
faktora
EIF5A2 | 3926 Belirlenmemis | Belirlenmemis Belirlenmemis EIon“ga“syon
faktora
Sitoplazmik
PRKCI 3926 44% 78% Belirlenmemis serin-trionin
protein kinaz
PIK3CA | 3q26 9-11% 32% 8-12% ttoplazmik
lipid kinaz
Kanser ve
FGF1 5931 Belirlenmemis | 51% Belirlenmemis falr?pyo"geinez
icin biylime
faktori
MYC | 8q24 20% 41-66% e | R
faktori
Protein tirozin
EGFR | 7q12 11-20% 9-28% <1% kinaz bilylime
faktori
reseptoru

3 AURKA, aurora kinase A; CCNEI, cyclin E1; EGFR, epidermal growth factor receptor; EIF5A2, eukaryotic translation initiation
factor 5A2; EVII, ecotropic viral integration site 1; FGFI, fibroblast growth factor 1; PIK3CA, PI3K catalytic subunit-o; PIK3R1,
PI3K regulatory subunit polypeptide 1; PRKCI, protein kinase Ct



Tablo 2.6 (devam): Epitelyal over kanserle iliskili onkogenler® (Bast ve dig, 2009; Bast ve dig,
2008).

Huicre ylzeyi
blylime
faktora
reseptoru

NOTCH3 | 9p13 20-21% 62% Belirlenmemis

Sitoplazmik

— 0 —570, -249
KRAS 12p11-12 | 5% 30-52% 2-24% GTPaz

Protein tirozin
kinaz buyime
faktora
reseptoru

ERBB2 1791221 | 6-11% 4-12% Belirlenmemis

Sitoplazmik

PIK3R1 | 19q Belirlenmemis | Belirlenmemis Belirlenmemis lipid kinaz

CCNE1 19912 12-36% 42-63% Belirlenmemis Siklin

Sitoplazmik
AKT2 19q913.2 12-27% 12% Belirlenmemis serin—trionin
protein kinaz

Nuklear serin—
AURKA | 20913 10-15% 48% Belirlenmemis trionin
protein kinaz

Over kanseri genetik degisimler bakimindan diisiik ve yiiksek dereceli timoérler olmak
tizere iki gruba ayrilabilir. KRAS, BRAF ve PIK3CA gen mutasyonlari, kromozom Xq
bolgesinde heterozigot kayb1 (LOH), mikrosatellit instabilitesi ve amfiregulin proteini
anlatimi olan tiimor tipleri diisiik dereceli tiimorler; 7P53 hasarlari, BRCAI ve BRCA2
genlerinde potansiyel hasar, kromozom 7q ve 9p bolgelerinde LOH (“loss of

heterozygosity”) goriilenler ise yiiksek dereceli timorlerdir (Bast ve dig, 2009).

Hiicre adezyonu ve hareketinde meydana gelen degisimler de over kanserinin
gelismesinde ve metastazinda rol oynar. Over kanseri hiicrelerinin mezotelyal hiicrelere
ve alt stromaya adhezyonu kanser hiicre yiizeyinde bulunan CD44, CA125 ve bl
integrin ile gerceklesir. Bu proteinler mezotelyal hiicrelerdeki mezotelin ve hiyaluronik
asite veya alt stromada fibronektin, laminin ve tip IV kollajenlere baglanirlar (Bast ve

dig, 2009).

4 AURKA, aurora kinase A; CCNEI, cyclin E1; EGFR, epidermal growth factor receptor; EIF5A2, eukaryotic translation initiation
factor 5A2; EVII, ecotropic viral integration site 1; FGFI, fibroblast growth factor 1; PIK3CA, PI3K catalytic subunit-o; PIK3R1,
PI3K regulatory subunit polypeptide 1; PRKCI, protein kinase Ct




2.2. OVER KANSERI INSIiDANSI VE ETiYOLOJiSi

2.2.1. Over Kanseri Insidans

Over kanseri, diinya genelindeki kadinlarda kanser nedeniyle gerceklesen Oliimlerin
besinci sebebidir ve belirli bir niifusta belirli bir zaman dilimi igerisinde yeni olgularinin
sayisi (insidansi) gelismis lilkelerde daha yiiksektir. Ovaryum kanseri, Amerika Birlesik
Devletleri (ABD) ve Bat1 Avrupa iilkelerinde en sik goriilen ikinci jinekolojik kanserdir
ve kotli huylu tiimorlere bagl 6liimlerin en yaygin nedenidir (Allain, 2008; Pearce ve
dig, 2012). 2015°de Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan arastirmaya gore 21,290
over kanseri vakasi oldugu tahmin edilmektetir ve yaklasik 14,180 o6lim oldugu
gosterilmistir (Siegel ve dig, 2015). Ulkemizde, T.C. Saghk Bakanliginm 2009’da
yaymladig1 saglik istatistikleri verilerine gore, ovaryum kanseri Tiirk kadinlarinda

goriilen kanserler igerisinde 7. sirada yer almaktadir (Kdse ve dig, 2014) (Sekil 2.2.).

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

Sekil 2.2: Yillara gore kadinlarda en sik goriilen 10 kanser tiiriintin insidansi, (100.000°de,
Diinya Standart Niifusu), Tirkiye (Kose ve dig, 2014).

Hastalik toplumda 50-60 yaslar1 arasinda en yiiksek oranda goriiliir ve 70’li yaslara
kadar yasla birlikte goriilme sikhig1 da artmaktadir® (Sekil 3). Over kanseri, hastaligin

ge¢ evrelerine kadar semptomlarini gostermemesi nedeniyle “sessiz katil” (“silent

*http://www.cancerresearchuk.org/health-professional/cancer-statistics/statistics-by-cancer-type/ovarian-
cancer/incidenceftheading-One. [Ziyaret tarihi: 14.03.2016]


http://www.cancerresearchuk.org/health-professional/cancer-statistics/statistics-by-cancer-type/ovarian-cancer/incidence#heading-One
http://www.cancerresearchuk.org/health-professional/cancer-statistics/statistics-by-cancer-type/ovarian-cancer/incidence#heading-One

killer”) olarak adlandirilmaktadir ve gec evrelere kadar asemptomik olmasi nedeniyle
hastalarin yaklasik %45’inden azinda erken tani miimkiindiir (Kindelberger ve dig,

2007).
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Sekil 2.3: Over kanserinin yasa gore goriilme siklig1, yillik vaka sayis1 ve oranlari.

2.2.2. Over Kanseri Etiyolojisi

Over kanseri hi¢ dogum yapmamislarda, Kuzey Amerika veya Kuzey Avrupa dogumlu
olanlarda, daha 6nce meme, kolon ve endometriyum kanseri olanlarda ve ailesinde over
kanseri olanlarda daha sik goriilmektedir. Ailesinde hi¢ over kanseri olmayanlarda over
kanseri riski yasam boyu %]1.4’diir. Birinci derece akrabalar1 over kanseri olanlarda risk
%S35’e, iki veya daha fazla akrabasi hasta olanlarda risk %7 ye ylikselmistir (Kopuz ve
dig, 2000).

Over kanseri riskini artiran etmenler ileri yas, genetik olarak yatkinlik, infertil olma ya
da fertilite tedavisi gérme, hormon replasman tedavisi (HRT) gorme, fazla kilolu ve
uzun olma, endometriyozis, pelvik enflamatuar hastaligi, polikistik over sendromu,
dogum kontrol haplarinin daha az kullanimi, talk pudrast vb. olarak siralanabilir
(Montes ve dig, 2012). Over kanserinde etkili olan risk faktorleri Tablo 2.4.

gosterilmistir.



Tablo 2.7: Epitelyal over kanserinin gelismesiyle iligkili risk faktorleri (Chu ve Rubin, 2006).

Risk Faktorii Spesifik Risk Faktorii
Kalitsal meme ve over kanser sendromu
BRCA1, BRCA2 mutasyon
Lynch Il sendromu (kalitsal non-poliposis kolorektal kanser sendromu)

Ailesel Yatkinlik

DNA yanlis eslesme tamir genleri mutasyonlari
Yas >50 yas
Beyaz ya da Avrupa yahudi kdkenlilik

Demografi o o .
Endustriyellesmis bolgelerde yasamak (Japonya harig)
Erken menars, ge¢ menapoz
.. infertilite, daha dnce hig cocuk sahibi olmamak (emzirmek ve dogum kontrol
Ureme
. haplari kullanmak koruyucudur)
faktorleri o
Hormon replasman tedavisi
Endometriyozis
by, |- T Fazla yag ve kahve

Distik fiber ve vitamin A

Perineal talk pudrasi kullanimi
Cevresel Maruz | Asbestos

Kalma Radyasyon

Viral enfeksiyon (rubella, kabakulak)

2.3. OVER KANSERINDE SINIFLANDIRMA

Over kanserleri epitelyal ve non-epitelyal over kanserleri olarak 2 gruba ayrilir. Daha
sik goriilen epitelyal over tlimorleri: serdz tiimorler, miisindz tiimorler, endometrioid
tiimorler, berrak hiicreli tiimorler, Brenner tiimorleri, indiferansiye karsinomlar, mikst
epitelyal tlimorler. Non-epitelyal ovaryum tiimorleri: graniiloza hiicreli tiimdrler, germ

hiicreli tiimorler, sarkomlar, lenfomalar (Berek, 2004) (Tablo 2.5.).



Epitelyal over kanseri (%65)

e Serdz Tumorler

® Misinoz timorler

e Endometrioid timorler

e Berrak hticreli timorler

« indiferansiye karsinomlar
e Miks epitelyal timorler

Non-epitelyal over kanseri (%35)

e Granulosa tiimorler

e Germ hicreli timorler
e Sarkomlar

e Lenfomalar

Sekil 2.4: Over kanserinin siniflandirilmasi.

Over kanseri evrelemede FIGO (International Federation of Gynecology and
Obstetrics)’nun 1988’de onerdigi, 2006 ve 2014°de revize edilen evrelendirme sistemi
kullanilmaktadir. FIGO smiflamasi, temelde I, II, III ve IV olmak tizere dort evreden
olusmaktadir. Ilk ii¢ evrenin A, B ve C tipleri de mevcuttur (Berek ve dig, 2012). Tip I
over kanseri, iyi ayirt edilebilen ser6z, miisindz, kotii huylu Brenner, berrak hiicre ve
endometrioid tlimorlerini igermektedir. Tip I over kanseri yavas ilerleme (progresyon)
gostermektedir. Bu ilk tip kanserin olusumu, mikrosatellit instabilitesi ve KRAS (V-Ki-
Ras2 Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog), BRAF (V-Raf Murine Sarcoma
Viral Oncogene Homolog), B-catenin, ve PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog) de
mutasyonlar icermektedir. Tip II over kanseri, erken evredeki hastalifin tespit
edilebilmesi imkanini azaltan, erken metastaza sahip, kismi ya da zayif farklilasma
gostermis olan serdz karsinomalari, farklilasmamis karsinomalari, karsinomalar1 ve
karigik mezodarmal kotii huylu tiimorleri igerir. Bu ikinci grup patojenite siklikla p53
tiimdr supresor geninde mutasyonlar icermektedir (Kindelberger ve dig, 2007). Tip III
over kanseri bir ya da iki overden kaynaklandigi hiicresel ve histolojik olarak
dogrulanmis metastaz yapan tiptir. Tip IV over kanseri peritonal hari¢ diger

kanserlerden metastaz ile olusmus tiptir (FIGO 2014).



Over kanserinden dnee Evre | Evre I Evre Il Evre IV

Safjlikli overler Kanser bir ya da iki Kanser pelvik Tani yapilan ortalama Kanser abdomenin
overle sinirhdir balgesine yayilir seviye. Kanser itesine gegerek difer

abdomendeki diger vilcut balimler yayilir
viicut balimlerine

yayihr

Sekil 2.5: Over kanserinin evreleri’.

2.4. OVER KANSERI TANISINDA KULLANILAN YONTEMLER

Over kanserinin tanis1 spesifik olmayan semptomlar nedeniyle zordur (Roett ve Evans,
2009). En genel semptomlart siskinlik, pelvik ve abdominal agr1, zor yeme ya da ¢abuk
doyma, acil veya sik idrara ¢ikma istegidir. Semptomatik veya asemptomatik over

kanserlerinin tanisina yonelik bir¢cok teknik vardir.

2.4.1. Pelvik Muayenesi

Son zamanlarda, pelvik muayenesi, transvajinal ultrasonografi ve CA-125 seviyesi over
kanserinin tanis1 i¢in kullanilan standart yontemlerdir. Fakat pelvik muayenesi erken
tan1 veya premalignant lezyonlarin normal overlerden ayriminin yapilmasinda etkili bir
yontem degildir (Cragun, 2011). Bir pelvik kitlenin yanlizca pelvik muayene ile
taninmasinin hassasligt %40 ve ozgilligi %90 olarak gosterilmistir. Bu nedenle
semptomlara ve pelvik muayeneye dayanarak over kanseri siiphesi duyulursa ileri

testlere gidilir (Nguyen ve dig, 2013, Myers ve dig, 2006).

2.4.2. Tamsal Goriintiileme

Ultrason (ultrasonografi) ses dalgalar1 kullanilarak video ekraninda goriintii elde
edilmesidir. Detayli goriintii elde edildigi icin transvajinal ultrasonografi, over
taramasinda tercih edilen ilk tani modelidir. Overde hacimce biiyiime ve morfolojik
anomalilerin tespitinde kullanilir. Endometriyoziz ve fonksiyonel kistler gibi iyi huylu

lezyonlarin insidansinin postmenapozal kadinlarda az olmasi ve seri olarak yapilan
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goriintiilemelerde tespit edilen belirli anomalilerin olmasi; ultroson ile yapilan testlerin
yanlis pozitif sonug¢ oranini azaltir. Kabarcikli goriiniim yiliksek oranda over kanseri ile
Ozdeslestirilirken, basit kistler ve septal kalinlasmalar over kanseri ile ¢cok az iliskilidir
(Granberg ve dig, 1989; Lewis ve Menon, 2004). Ancak over kanseri tanisinin kesin bir
sekilde koyulabilmesi i¢in transvajinal ultrasonografinin duyarlilig1 ve 6zgiilligii yeterli
degildir (Fishman ve dig, 2005). Bu goriintiileme tekniginin yanlis pozitif sonuglarini
engelleme amaciyla 3D-ultrason, 3D-Doppler ve renkli Doppler olmak gibi ileri testler
iiretilmistir. Boylece kotii huylu ve iyi huylu over lezyonlar1 arasindaki ayrim yapilabilir

(Cohen ve dig, 2001, Kurjak ve dig, 2000).

CT (computed tomography) taramasi viicudu kesitler halinde detayli olarak
goriintlileyen x-ray prosediiriidiir. X-ray’den farkli olarak tek bir goriintli yerine birden
fazla goriinti alip o goriintiileri birlestirir. CT ile kiigiik over tiimorleri tespit edilemez.
Biiyiik tiimorleri, kanserin karacigere ya da diger organlara yayildigini gdsteren

genislemis lenf nodiilleri CT ile bulunabilir (American Cancer Society, 2011).

Over kanserinin tanisinda kullanilan diger goriintiileme yontemleri baryum enema X-
ray, magnetik rezonans gortintiileme (MRI), gogiis X-ray, pozitron emisyon tomografi
(PET)dir. Overlerde bulunun lezyonlar: tespit etmenin yanisira dagilmis over kanseri

tanisinin yapilmasinda da kullanilabilir (American Cancer Society, 2011).

2.4.3. Diger Testler

2.4.3.1. Laparoskopi

Ince 151kl1 bir tiip yardimiyla overlere, pelvik organlarina ve bu alandaki diger dokulara
bakilarak bu dokularin analizinin yapildigi bir yontemdir. Abdomende acilan kii¢iik bir
kesikten abdomenin alt kismina tiip yerlestirilir ve pelvis veya abdomenin goriintiileri
monitore gonderilir. Organ goriintiilerilerinin elde edilmesiyle operasyonun veya diger
tedavi yoOntemlerinin planlanmasi yapilabilir ayrica kanserin hangi evrede oldugu
belirlenebilir. Bunlara ek olarak laparoskopik kesiklerden kiiclik cihazlar yardimiyla

biyopsi yapilabilir (American College of Obstetricians and Gynecologists., 2009)

2.4.3.2.  Kolonoskopi
Bir kolonoskop ile (uzun, esnek, ucunda 151k ve kamera bulunan tiip) rektumdan kolona
girilerek yapilan analiz yontemidir. Monitére gelen goriintiilere goére biyopsi

yapilabilecek herhangi bir anormal bolge tespit edilir. Bu yontemin over kanserinde



kullanimi ise konstipasyon (kabizlik) gibi olast over kanseri semptomlarini arastirmak
ve over kanseri kokenli yayilmalar1 analiz etmektir (American College of Obstetricians

and Gynecologists., 2009)

2.4.3.3.  Biyopsi

Biiyiiyen bir kitlenin kanser olup olmadigini belirlemenin en kesin yolu siipheli
bolgeden ornek alip incelemektir ve bu yontem biyopsi olarak tanimlanir. Over
kanserinde biyopsi c¢ogunlukla tiimoriin ¢ikarilmasiyla yapilir. Nadir olarak da
laparoskopi sirasinda ya da abdomen derisinden direkt tiimore giden bir igne ile siipheli
kitleden 6rnek almir. Igne kullaniliyorsa genelde ultrason ve CT tarama yardimiyla
kontrollii olarak gerceklestirilir. Bu yontem yanlizca ileri diizeyde kanser veya baska
onemli saglik durumu nedeniyle operasyon geciremeyen hastalarda kullanilir ¢iinkii
biyopsi ile kanserin yayilma olasiligi géz oniinde bulundurulur. Igneyi yonlendirmek
icin ultrason kullanilir. Alinan 6rnek laboratuvarda kanser hiicresi igermesi bakimindan

incelenir (American College of Obstetricians and Gynecologists, 2009)

2.4.3.4.  Kan testleri

Over kanseri siliphesiyle yapilan kan testlerinde yiiksek CA-125 seviyesi biiyiik oranda
kanserli dokulardan kaynaklandig1 bulunmustur. Ileri over kanseri hastalarinin %80°den
fazlasinda, erken evre kanserlerinin ise %50’sinde CA-125 seviyesinin yiikseldigi
gosterilmistir. “National Cancer Institute” genel populasyonda yiiksek risk tagimayan
kadinlara CA-125 testini uygulamayr uygun bulmamistir ¢linkii CA-125 erken evre
kanserlerinin yarisini tespit edemez ve tiimdriin iyi huylu olmasi durumunda da anlatimi
artabilir. Diger yandan, tedavinin etkisini goriintiillemek ve tedavi sonrasi niiks edenleri
tespit etmek i¢cin CA-125 seviyesinin belirlenmesi “Food and Drug Administration

(FDA)” tarafindan onaylanmustir’.

Bazi iireme hiicre kanserleri “human chorionic gonadotropin (HCG)”, “alpha-
fetoprotein (AFP)”, laktat dehidrogenaz (LDH) tiimor belirteclerinin kanda
seviyelerinin artmasina neden olur. Over kanserinden siipheleniliyorsa bu belirtecler

kanda analiz edilebilir. Baz1 over stromal tiimorler kanda strojen ve testosteron gibi

7 http://www.ocrf.org/about-ovarian-cancer/diagnosis-of-ovarian-cancer. Ziyaret tarihi 25.04.2016.15:45.
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inhibin ve hormonlarin kandaki seviyelerinin artmasina neden olur (American College

of Obstetricians and Gynecologists, 2009).

2.5. OVER KANSERI TANISINDA KULLANILAN BiYOBELIRTECLER

Tiimor biyobelirtegleri kanser hiicresi ya da c¢evresindeki hiicreler tarafindan iretilen,
kanserin tanisi, taramasi veya tedavi siirecinde viicut sivilarinda ya da kanda 6l¢iilebilen
molekiillerdir. Timor biyobelirtegleri olarak kullanilabilen molekiiller sitoplazmik
proteinler, enzimler, hormonlar, ylizey antijenleri, reseptdrler, onkofetal antijenler
(normalde dogumdan sonra kaybolan kanserde ise yeniden ortaya ¢ikan proteinler),
onkogenler veya iiriinleri olarak sayilabilmektedir. Ideal bir tiimdr biyobelirteci,
belirlenen kanser tipine 6zgiil olma 6zelligi tasirken kiiciik tlimorlerin erken tanist ve
taramasi i¢in yeterli duyarliliga da sahip olabilmelidir. Ancak ne yazik ki, giiniimiizde
bu oOzellikleri tasiyan bilinen bir tiimor biyobelirteci bulunmamaktadir (Burtis ve

Ashwood, 2005].

Ideal bir tiimdr biyobelirtecinde bulunmasi gereken oOzellikler asagida verilmistir

(Sharma, 2009).

» Yiiksek 6zgiilliige sahip olmalidir, sadece bir tiimor tipine 6zgiil olmalidir.

A\

Yiiksek duyarliliga sahip olmalidir, fizyolojik ya da iyi huylu timér olmasi
durumlarinda saptanmamalidir.

Diizeyleri tiimor ozellikleri ve biiyiikliigii ile orantili olmalidir.

Tiimdr biyobelirteglerinin prediktif ve prognostik yarari bilinmelidir.

Yar1 omrii kisa olmalidir, sik ve seri izlem yapilabilmedir.

Ucuz olmal1 ve kolay uygulanabilmelidir.

Tarama testi olarak kullanilabilmelidir.

vV V. V V V VY

Ornek alimi kolay olmalidr.

Over kanserinde kullanilan potansiyel biyobelirtegler tiplerine goére Tablo 2.5.°de
gruplandirilmistir.



Tablo 2.8: Over kanserinde kullanilan potansiyel biyobelirtegler (Zhang ve dig, 2011).

Belirtecin tipi

Kalitsal gen

mutasyonlari
Gen temelli

Strateji veya teknoloji

Mutasyonlar

Belirteg

BRCA1 ve BRCA2, hMLH1 ve
hMSH2

over kanser

Epigenetik
biyobelirtegleri

degisimler

Hipermetilasyon

BRCA1, RASSF1A, APC,
p1l4ARF, p16INK4a,
DAPKinase

Gen anlatimi

Mikroarray teknolojisi

Gen anlatim profilleme

SAGE teknolojisi

CLDN3, HE4, FOLR1,
COL18A1, CCND1, FLJ12988

Protein temelli over kanseri
biyobelirtegleri

Proteomik teknolojileri
(Mass spektrometri)

Proteomik patern analizi

“Inter-alpha-trypsin inhibitor
heavy chain H4”, transferrin,
afamin gibi tek, yeni
biyobelirteclerin bulunmasi

Metabolit temelli over kanseri
biyobelirtecleri

NMR spektroskopi

Metabolomik profil

Katle spektroskopi

Metabolik profilleme

MikroRNA temelli over kanser
biyobelirtegleri

Mikroarray

miRNA anlatim profilleri;
anlatimi artmis miRNA, (miR-
200a, miR-200b, miR-200c,
miR-141, miR-21, miR-203,
miR-205, miR-214; Anlatimi
azalan miRNAs, (miR-1993,
miR-140, miR-145 ,miR-125b1
vb)

Real-time PCR

Anlatimi artmis miRNA, (miR-
21, miR-92, miR-93, miR-126,
miR-29a; anlatimi azalmis
miRNA, (miR-155, miR-127,
miR-99b vb.)

2.5.1. Protein Temelli Over Kanseri Belirtecleri

Proteomik, biyolojik islemlerin anlagilmasinda kullanilan en gii¢lii teknolojidir ve temel

amaclarindan biri hastaliklar i¢in viicut sivilarinda ya da dokularda biyobelirteg

bulmaktir (Zhang ve dig, 2011; Zhang ve dig, 2010). Gen temelli biyobelirtecler over




kanseri i¢in potansiyel olarak bilinse de hala klinikte uygulanacak kanser spesifik
biyobelirte¢ yoktur ¢iinkii genin anlatim seviyesi ile protein seviyeleri baglantili
degildir. Over kanseri tanisinda proteomik uygulamalar iki yolla yapilir. Ilki “serum
protein profilleme” veya “proteomik patern tani” olarak adlandirilir ve kanserli olanla
olmayan oOrneklerin proteomik yapilarimin kiitle spektrometrik farklarina dayanir
(Plebani, 2005). Yapilan ¢aligmalara gore over kanserinde proteomik patern analizi

erken evrede tani i¢in 6zgiin ve ¢ok hassas bir yontemdir (Petricoin ve dig, 2002).

Over kanseri biyobelirteglerinin bulunmasi i¢in ikinci alternatif proteomik yontem ise;
tek ve belirli bir biyobelirtecin belirlenmesi ardindan yeni analizler gelistirilmesidir
(Plebani ve dig, 2005). Son yillarda over kanseri tanisi i¢in proteomik ¢aligmalarla elde
edilmis bircok biyobelirte¢ vardir (Zhang ve dig, 2004; Ahmed ve dig, 2005; Dieplinger
ve dig, 2009). “Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4” gibi proteomik analizle
elde edilen biyobelirte¢ler normal serum proteinleridir, proteazlar tarafindan translasyon
sonrasi Uretilir ve belirli kanser tiirlerini gosterir (Zhang ve dig, 2004). Transferrin gibi
diger biyobelirtegler akut faz proteinleridir ve kanser olmayan diger kosullarda oldugu
gibi sistematik inflamasyon ile iligkilidir (Ahmed ve dig, 2005). Bunlara benzer
proteinler CA-125 ile beraber kullanilarak kanser tanisinda onem kazanmiglardir
(Dieplinger ve dig, 2009). Bunlarin hepsi kanser spesifik belirtecler degildir ve direkt
olarak over kanserinden kokenlenmezler. Bu nedenle proteomik bazli biyobelirteglerin
onemi ve over kanserine spesifiteleri hala aragtiritlmasi gereken alanlardir (Zhang ve dig,
2011). Tablo 2.6.’de over kanser icin kullanilan tiimdr belirtegleri gosterilmistir (Jacobs

ve Menon, 2004; Bast Jr., 2003; Chu ve Rubin,2005).



Tablo 2.9: Over kanseri i¢in tiimor belirtecleri (Jacobs ve Menon, 2004; Bast Jr., 2003; Chu ve

Rubin,2005).

Alpha-1-antitrypsin HE4 “Mesothelin”

BHCG IL-2 reseptor Mu cm,-’hke carinoma
antigen

CA15-3 IL-6 “Sialyl TN”

CA19-9 IL-8 “Soluble Fas ligand”

CA50 IL-10 “Tetranectin”

CAS54-61 Inhibin Tumor-associated
trypsin inhibitor

CA72-4 HER-2/neu “Osteopontin”

CAI125 “Human milk fat globule protein” “Ovarian serum antigen”

CA195 “Human milk globule 2” OoVXl1

“Cathepsin L” Kallekrein-6 p110 ep1derm’a’11 growth
factor receptor

Ce.lrcm’?embryomc Kallekrein-10 Placental al}ahne

antigen phosphatase

“Ceruloplasmin” “Kipid-associated sialic acid” “Prostasin”

CRP “Lysophosphatidic acid” U ,I,l sounls o
receptor

CYFRA21-1 “Matrix metaloproteinase 2” Urmar’)’/ gonadotropin
peptide

“Dianon marker 70/K” MCSF “Galactosyltransferase”

Bugiine kadar, CA-125 glikoprotein antijen epitelyal over tiimorleri i¢in en ¢ok
kullanilan tiimor belirtecidir. CA-125 ilk olarak OC125 miirin monoklonal antikoru
kullanilarak saptanmigtir (Bast ve dig, 1983). CA-125, hastalik teshisi amaciyla
kullanilan bir tarama testi degildir, daha c¢ok hastalik tanist1 konulan kisilerde
gorlintiilleme yapmak amaci ile kullanilmaktadir. CA-125 degeri erken evredeki over
kanserli kadinlarin %47’sinde, ileri evredeki over kanserli kadinlarin %80-90’1nda
yiiksek olarak tespit edilmistir (American College of Obstetricians and Gynecologists,
2009). CA-125 seviyesi iyt huylu timor bulunduran premenapozal kadinlarda da
postmenapozal durumlu kadinlarda da yiiksek bulunmustur fakat bu testin
postmenapozal durumlu kadinlarda daha etkili oldugu diisiiniilmektedir (Rossing ve dig,
2010). Daha etkili oldugunun diisliniilmesinin nedeni olarak da postmenapozal durumlu
kadinlarda yapilan denemelerin daha az yanlis pozitif sonu¢ vermesi gosterilmektedir
(Skates ve dig, 2011). Klinik olarak hastaligin seyri, izlenmesi ve korumanin en iyi
sekilde yapilabilmesi icin over kanseri olan kadinlarda CA-125 degerleri takip
edilmistir. CA-125 en eski ve en iyi performans gosteren biyobelirte¢ olmasina ragmen
CA-125 tek basina kullanilmayacaktir. Ovaryum kanserini erken evrede saptamak
amaciyla CA-125 igerecek bir biyobelirte¢ paneli kullanilacaktir (Drapkin ve dig, 2005).
CA-125 kullanimiyla diger biyobelirteglerin goriintiileme teknikleri ile birlikte ya da




ayrt ayr1 kullanimint kapsayan calismalara ve gerekli dlgiide ozgiillikk ve duyarlilik

gosterebilen ¢oklu belirteclerin kullanimina odaklanilmistir (Obeidat ve dig, 2004).

2.5.2. Gen Temelli Over Kanseri Biyobelirtegleri

Kanserin genetik degisikliklerden, ¢evresel faktorlerden ve cevre ile genetik faktorlerin
birlesiminden olustugu diisiiniilmektedir. Boliinme, programlanmis hiicre 6limii ve
yaslanmanin diizenlenmesinde etkili olan genetik degisiklikler normal over kaynakli
epitelyal hiicrelerin kotii huylu tiimorlere doniismesine neden olur. Over tiimorlerinin
biiyiik ¢ogunlugu genetik hasarlarin birikimi nedeniyle ortaya cikar fakat epitelyal,
sinirda olan ve kotii huylu tiimdrlerin gelisiminde etkili olan spesifik genetik yolaklar
biiyiik olctide bilinmemektedir. Genetik degisimlerle over tiimdrleri arasindaki 6nemli
iliski g6z Onilinde bulunduruldugunda gen diizeyinde (kalitsal gen mutasyonlari,
epigenetik degisimler ve gene anlatimi iizerine) yapilan ¢alismalarla potansiyel over
kanser biyobelirtecleri bulunabilir (Tablo 2.7.). Kanserde genetik degisikleri tespit
etmek icin kullanilan DNA ve RNA temelli kanser biyobelirteclerin tespitinde
mikroarrayler, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), revers transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR), DNA ve RNA dizileme, fluoresan in-situ hibridizasyon (FISH)
vb. teknikler kullanilir (Zhang ve dig, 2011).



Tablo 2.10: Epitelyal over kanserinde gen degisimleri ®.

Degisim Etki Kromozom Gen
1922 RAB25
3926 PRKCI, EVI1 and PIK3CA
5q31 FGF1
Gen amplifikasyonu Aktivasyon 8924 MYC
19¢ PIK3R1 and AKT2
20p Belirlenmemis
20q13.2 AURKA
Gen delesyonu inaktivasyon lll;:q,sgb,lf(g' 17p, Belirlenmemis
KRAS (15%), BRAF (12%),
CTNNB1 (12%), CDKN2A
Mutasyon Aktivasyon Uygun degil (10%), APC (9%), PIK3CA
(8%), KIT (7%), SMAD4
(7%)
Hipometilasyon Aktivasyon Uygun degil IGF2,SAT2

Heterozigositenin

17p13, 17g21
(vakalarin %50’si

ARHI, PEG3, PLAGL1,
RPS6KAZ2, TP53, BRCA1,

kaybolmasi inaktivasyon ve fazlasi) BRCA2
1p, 3p, 54, 59, 69,
79, 8q (vakalarin PTEN, OPCML, WWOX
%30’undan az)
TP53 (62%), BRCA1 (5%),
Mutasyon inaktivasyon Uygun degil BRCA2 (<5%), PTEN (3—
8%)
ARHI, DAPK1, CDH13,
MLH1, ICAM1,PLAGL1,
DNAJC15, MUC2,
Promotor metilasyonu inaktivasyon Uygun degil OPCML, PCSK6, PEF3,

CDKN2A, CDKN1A,
RASSF1, SOCS1, SOCS2,
PYCARD, SFN

2.5.2.1.

Kalitsal Gen Mutasyonlari

Epitelyal over kanserlerinin en az %10’u kalitsaldir ve vakalarin yaklasik %90’ 1nda

meme kanseri 1-2 (BRCA1 ve BRCA2) tiimor baskilayici genlerde “germ line”

mutasyonlarla karsilasilmistir. Geriye kalan %10 vakada ise DNA yanlis eslesme tamir

(MMR) genlerinde, 6zellikle “Lynch sendromu”na yatkinlik genleri olan hMLH1 ve

8 APC; adenomatous polyposis coli; AURKA, aurora kinase A; CDH13, cadherin 13; CDKN, cyclin-dependent kinase inhibitor;
CTNNBI; B-catenin 1; DAPK1, death-associated protein kinase 1; EVI1, ecotropic viral integration site 1; FGF1, fibroblast growth
factor 1; ICAMI, intracellular adhesion molecule 1; IGF2, insulin-like growth factor 2; MUC2, mucin 2; OPCML, opioid-binding
protein/cell adhesion molecule-like; PCSK6, proprotein convertase subtilisin/kexin type 6; PEG3, paternally expressed 3; PIK3CA,
PI3K catalytic subunit-a; PIK3R1, PI3K regulatory subunit 1; PRKCI, protein kinase Ct; PLAGLI, pleiomorphic adenoma gene-
like 1;RPS6KA2, ribosomal protein S6 kinase 2; SAT2, spermidine/spermine N1-acetyltransferase family member 2; SFN; stratifin;
SOCS, suppressor of cytokine signalling.




hMSH2’da meydana gelen “germ line” mutasyonlar goriilmistiir (Russo ve dig, 2009;
Prat ve dig, 2005). Her iki BRCA proteininin de DNA hasarmin belirli formlarinin
Ozellikle c¢ift zincir kiriklarinin  taninmasinda oldugu kadar gen anlatimin
transkripsiyonel diizenlenmesinde de etkili oldugu gosterilmistir. BRCA1 ve BRCA2
mutasyonlar1 genel olarak cergeve kaymasi veya “nonsens” farkliliktir (Prat ve dig,
2005). hHSH1 ve hHSH2 genleri en 6nemli DNA tamir mekanizmalarinda gorevlidirler
ve DNA replikasyonu sirasinda yanlis niikleotid eslesmelerinin  tamirinden
sorumludurlar. Bu MMR genlerindeki mutasyonlar DNA replikasyonunda normal
olarak ortaya ¢ikan hatalarin hiicresel olarak tamirinde degisikliklere neden olurlar
(Russo ve dig, 2009). Giiniimiizde, yukarida belirtilen gen mutasyonlar1 i¢in genetik
testler ile over kanseri gelisiminde yiiksek risk tasiyan hastalar belirlenebilir ve over
kanseri riskini biiyilik 6l¢ilide diisiirmek i¢in klinik miidahaleler onerilebilir (Zhang ve

dig, 2011).

2.5.2.2.  Epigenetik Degisimler

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu gen regiilasyonunda, tiimor olusumunda ve
ilerlemesinde 6nemli rol oynayan epigenetik mekanizmalardir. Promoter bolgesindeki
spesifik genlerde metilasyon oraninin Slgiilmesi kanserin erken tanisinda, hastaligin
ilerlemesinin tespitinde ve terapiye verecek cevabin tahmininde yardimci olur.
Epigenetik diizenlemelerle degisen spesifik genlerin belirlenmesi over kanserinde aktif
olarak calisilan arastirmalardan biridir. Ornegin, over veya primer peritonel tiimérlii 50
hastadan elde edilen tiimér DNA’sinda 6 tiimdr baskilayic1 gen promotdrden (BRCAI,
RASSF1A, APC, pl4ARF, pl16INK4a, DAPKinase)9 olusan panelden en az birinin
tiimor spesifik hipermetilasyonuna rastlanmistir. 50 hastanin 41’inde (%82 sensitivite)
benzer gen mutasyonu paterni gozlenmistir. Bu verilerin aksine 40 kontrol vakasindan
toplanan tlimor yapist  gostermeyen doku ve serumlarda hipermetilasyona
rastlanmamaistir (%100 spesivite) (Ibanez de Caceres ve dig, 2004; Zhang ve dig, 2011).
Bugiine kadar yapilan ¢ogu calisma hipermetilasyonlanmis aday genler ve sessizlesmis
aday tiimor baskilayici genler lizerine odaklanmistir. Son zamanlarda over kanserindeki
hipometilasyonlanmig spesifik bolgeler iizerinde gittik¢e artan ilgi vardir. Kanda
dolasan DNA’da epigenetik belirteclerin arastirilabilir olmasi non-invasiv testlerin

gelismesini saglamistir (Ibanez de Caceres ve dig, 2004; Zhang ve dig, 2011).

? RASSFI A, RAS association domain family protein 1A; APC, Adenomatous polyposis coli; DAPKinase, Death associated protein-
kinase



2.5.2.3.  Gen Anlatimi

Serum veya tiimor dokusundaki kantitatif ya da yari-kantitatif olarak spesifik genlerin
anlatim analizleri timor tanisina potansiyel katki saglarlar. Son on yilda, mikroarray
teknolojisinde gelismelere bagli olarak gen anlatimi analizleri artan bir ivme
kazanmistir ¢iinkii mikroarray teknolojisi ile belirli bir doku parcasinda onlarca veya
yiizlerce genin anlatim analizi tek seferde yapilabilir. “High-throghput” metot olarak
bilinen mikroarrayden elde edilen veriler giicli veri analiz yOntemleriyle
degerlendirildiginde, normal ve kanserlesmis hiicrelerde genlerin anlatimini
karsilastirilabilir ve kanser gelismesinde anlatim farkliligi olan genler tespit edilebilir.
Mikroarray verileriyle transkipsiyonel profillerine timdr siniflandirilmasi da yapilabilir
bdylece onemli biyolojik, tanisal ve prognostik veriler elde edilir. Gen anlatimi
profilleme iic ana baslikta odaklanmistir: normal over dokusuyla tiimorli dokunun
ayrilmasi, over kanserinin farkli subtiplerinin belirlenmesi, tedaviye verdigi olmasi
muhtemel cevaplara gore kanserin belirlenmesi. Epitelyal over kanserinde gen anlatimi
profilleme prognostik veri elde etmek, baslangi¢ platinium temelli kemoterapiye verdigi
cevab1 tahmin etmek, farkli histolojik subtiplerin arasindaki ayrim yapabilmek amacl
kullanilir (Konstantinopoulos ve dig, 2008). Mikroarray teknolojisine ek olarak, gen
anlatiminin seri analizi (“serial analysis of gene expression”-SAGE) over kanserinde
gen anlatiminin kantitatif analizinin yapilmasinda kullanilan diger énemli teknolojidir.
SAGE mRNA transkriptlerinin dl¢limiinii kolaylastirir. Ayrica normal ve patolojik
dokularin spesifik olmayan (“non-biased”) gen anlatim profillemesini yapar bdylece
yeni transkriptlerin anlatim analizini yapilirken daha onceden karakterize edilmemis
genler tespit edilebilir. Bu yoniiyle geleneksel mikroarray teknigine dayali anlatim
analizine gore oldukc¢a avantajlidir. Over kanserinde anlatimlari de8ismis yeni ve
bilinen ¢ogu gen (CLDN3, HE4, FOL1, COLI8AI, CCNDI, FL gibi)'® SAGE
yontemiyle bulunmustur (Peters ve dig, 2005; Zhang ve dig, 2011).

2.5.3. Metabolit Temelli Over Kanser Biyobelirtecleri

Metabolomik sistem biyolojide bir omik bilimdir ve biyolojik sistemdeki endojen
metabolitlerin global kantitatif degerlendirme yontemidir. Metabolitler sistem
genomuyla cevresinin etkilesimi sonucunda olusur ve yanlizca gen anlatiminin son

irtinii degil diizenleyici sistemin de bir parcasidir. Hem kisisel hem de gruplarda

10 CLDN3,claudin 3; WEDC2(HE4), WAP four-disulfide core doamin 2; FOLR1, folate reseptor 1; COL18A1, collagen type XVIII
al; CCDNI, cyclin D1



metabolomitlerin tespiti hiicrede, dokuda veya biyoakiskan materyaller iizerinde nuklear
manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi veya MS (mass spectoroscopy-kiitle
spektroskopisi) ile yapilir. Metabolik belirteglerin non-invasiv olarak in vivo ayrimini
yapabilen metabolik ve molekiiler goriintiileme teknolojilerinin  gelismesiyle
metabolomik; laboratuvar ile klinik arasindaki baglantiy1 saglayabilir duruma gelmistir.
Metabolomun onkolojide de erken tespit ve tani, ilag tedavisine cevabi goriintiileme ve
ilag toksisitesi gibi birgok kullanim alani vardir (Spratlin ve dig, 2009; Zhang ve dig,
2011). Over kanseri tanisinda, operasyon olmamis 38 EOK, 12 iyi huylu over kisti
hastasindan ve 51 saglikli kisiden alman serumlarda '"H NMR spektorskopisi
kullanilmistir. Sonuglara gore orijinden 2.77 ve 2.04 ppm (parts per million) uzakliktaki
'H NMR bélgesi %100 sensitivite ve spesivite ile tespit edilmistir. Bu bulgular; normal
ile EOK serumlarinin arasindaki ayrimm 'H NMR metabolomik analiz kullanilarak
tamamiyle yapabildigini gosterir. EOK’nin erken tanisinda kullanilabilecek potansiyel
bir yontem olarak daha da gelistirilmesi gerektigi anlagilmistir (Odunsi ve dig, 2005).
Bir bagka calismada ise gaz kromotografisi/’time-of-flight kiitle spektrometrisi” (GC-
TOF MS) kullanilarak 66 invasiv over kanser ve 9 sinirda tlimoérden toplanan “fresh
frozen” tiimor dokusunda metabolit analizi yapilmistir. Calismanin sonucunda sinirda
olan tiimorlerle karsinomalar arasinda 51 metabolit acisindan 6nemli 6lgiide degisiklik
oldugu gosterilmistir. Boylece over tlimorlerinin primer metabolizmasinda tutarli ve
onemli degisimler oldugu ve bu degisimlerin biiyiik 6l¢ekli metabolik profilleme ile

tespit edilebilecegi belirtilmistir (Denkert ve dig, 2006).

Sinirli sayida elde edilen verilere gore; metabolomigin over kanseri tanisinda potansiyel
faydasi oldugu gosterilmistir; fakat metabolomik hala ¢ok yeni alandir ve gelistirilmesi
gerekir. Metabolomik alanindaki ileri gelismelerin kanser aragtirmalarina odaklanmasi
kotli huylu tiimorlerdeki tiim molekiiler analizinin yapilmast acisindan oldukca

onemlidir (Zhang ve dig, 2011).

2.5.4. MikroRNA Temelli Over Kanser Biyobelirtecleri

MikroRNA’lar (miRNA) yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda kodlama yapmayan RNA
genlerinden anlatim yapan fakat protein kodlamayan RNA’lardir. Translasyonun
baskilanmasini veya mRNA’nin yikimmi, diziye 6zel gen diizenlenmesini saglar
boylece gelisme, hiicre proliferasyonu, farklilasma ve apoptoz gibi c¢esitli biyolojik

stirecleri diizenler (Zhang ve dig, 2011).



[Ik mikroRNA (lin-4) 1993’de Caenorhabditis elegans’ta hiicresel gelisimin
arastirmalart sirasinda kesfedilmistir (Almeida ve dig, 2011). C. elegans’taki gelisimsel
siirecte zamanlamayi1 kontrol eden heterokronik genlerden /in-4’lin lin-14’1 baskiladigi
belirlenmistir (Ambros, 1989; Lee ve dig, 1993). Ambros ve dig. /in-4 geninin 22
niikleotidlik kodlanmayan bir dizi oldugunu, bu genin klonlanmasi esnasinda
kesfetmislerdir (Lee ve dig, 1993). Daha sonra /in-14 geninin 3’-UTR (Untranslated
region: translasyon olmayan bolge) bolgesinde korunmus dizilerin bulundugu ve bu
dizilerin lin-4 dizisine komplementer oldugu bildirilmistir (Wightman ve dig, 1991).
Bunun yani sira lin-4’iin, lin-28’1 de regiile ettiZi Ambros ve ark. tarafindan
gosterilmistir (Moss ve dig, 1997). Kesfedilen ikinci miRNA olan let-7 yine
C.elegans’ta heterogenik gen iiriinii olarak 21 niikleotidlik kodlama yapmayan RNA’dir
ve larva gelismesini kontrol eden genleri diizenledigi bulunmustur (Reinhart ve dig,

2000).

Insan genlerinin yaklasik %3’ii miRNA kodlarken protein kodlayan genlerin yaklasik
%30’u miRNA’lar tarafindan diizenlenir. Bu miRNA’lar her hiicre tipine, hiicrenin
gelisme ve farklilasma evresine gore degisir. Yapilan ¢aligmalara gore farkli anlatim
yapan ya da mutasyonlu miRNA’larin; hedef genine gore degisen yeni bir onkogen
veya tiimor baskilayict gen siifi olarak kanser gelisimde oOnemli rol oynadigi

gosterilmistir (Iorio ve dig, 2007).

2.5.4.1. miRNA Biyogenezi

MikroRNA'larin biyosentezi (sekil 2.6.) birbirini izleyen 3 basamaktan olusur; miRNA
genlerinden primer miRNA (pri-miRNA)'larin transkripsiyonu, pri-miRNA'larin
niikleus i¢inde prekiirsor miRNA (pre-miRNA)'lara doniistiiriilmesi ve sitoplazma

icinde olgun miRNA'larin olusumu (Gunel ve dig, 2014).

Niikleer genomda kodlanan miRNA genlerinden RNA polimeraz Il enzimi tarafindan
primer mikroRNA (pri-miRNA) sentezlenmektedir (Lee ve dig, 2004). Sentezlenen pri-
miRNA 3-4 kilobaz boyutunda ve 5’ sapka ile poli(A) i¢eren karmasik bir sekonder sap-
ilmik yapidadir (Lee ve dig, 2004; Saini ve dig, 2007).

Pri-miRNA nukleusta, RNAaz III enzim ailesinin bir endoniikleaz1 olan Drosha ve
kofaktéri DGCRS’in (sineklerde Pasha) olusturdugu mikro islemci kompleks

(“microprocessor complex”) tarafindan yaklasik 70 niikleotid uzunlugunda olan



premiRNA'ya doniistiiriiliir (Saini ve dig, 2007; Zeng ve dig, 2005; (Gunel ve dig,
2014). Pri-miRNA’nin mikroiglemci kompleksi tarafindan kesilimi sirasinda, katalitik
islem géren DGCRS tek ve ¢ift iplikli RNA molekiiliinii tanir. Drosha cift iplikli sag
tokast yapidaki molekiilii keser ve 5’ ucundan monofosfat, 3’ ucunda 2 niikleotid
hidroksil uzantis1 bulunan pre-miRNA’y1 olusturur (Han ve dig, 2006). Pre-miRNA
molekiilii bir niikleer tagima reseptorii olan Exportin 5 (Exp-5) ve niikleer bir protein
olan RAN-GTP'ye bagimli sekilde sitoplazmaya taginir (Almeida, 2011). Exp-5’in pre-
miRNA’lar tagima gorevinin yaninda baglandigi pre-miRNA’y1 yikimdan koruyucu

etki gosterdigi one siiriilmiistiir (Hutvagner ve dig, 2001).

Sitoplazmada bulunan pre-miRNA’lar bir RNaz III enzimi olan “Dicer-1” ve onunla
beraber is gdren TRBP/PACT'' proteinleriyle kisa ¢ift zincirli miRNA dublekslerine
dontisiir. Ardindan bu dupleks bir helikazla yaklasik 20 niikleotidlik olgun tek zincirli
miRNA’lara doniisiir. Cift zincirden biri kilavuz zincir digeri ise yolcu (komplementer)
zincir olarak adlandirilir (Khvorova ve dig, 2003). Olusan miRNA’lar (kilavuz zincir)
argonat ailesi proteinlerinden olusan RISC (RNA-induced silencing complex) cok
bilesenli kompleksiyle birlesir (Siomi H. ve Siomi M.C., 2010). Yolcu iplik RISC
kompleksinin substrat1 olarak sindirilir. MikroRNA'lar, RISC kompleksine entegre
olduktan sonra, ya argonat proteinleri yardimiyla mRNA'nin yikimina ya da protein

translasyonunun baskilanmasina neden olur (Gunel ve dig, 2014).

" Human immunodeficiency virus transactivating response RNAbinding protein (TRBP)/Protein Kinase
R-activating protein (PACT)
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Sekil 2.6: miRNA biyogenezi (Winter ve dig, 2009).

2.5.4.2.  Over Kanseri Tanisinda miRNA’larin Rolii

Kanser genomda bir¢ok degisimin olmasiyla olusan bir hastaliktir. Kodlama yapmayan
fonksiyonel dizilerdeki degisimler hakkinda cok az bilgiye sahipken kanser genom
caligmalar1 ¢ogunlukla protein kodlayan genler {izerine odaklanmistir (Calin ve Croce,
2006; Esquela-Kerscher ve Slack, 2006; Zhang ve dig, 2008). miRNA’lar hedef genine
gore degisen yeni bir onkogen veya tiimor baskilayict gen sinifi olarak kanser gelisimde
onemli rol oynar (Iorio ve dig, 2007). miRNA’larin kanserin ilerlemesinde etkili bu
patojenik oOzellikleri yakin gelecekte yeni kanser biyobelirteglerinin ve/veya yeni
terapotik hedeflerin gelistirilmesinde etkili olacaktir. “High-throughput” miRNA
teknolojileri miRNA profillemede kullanilan giiglii araclardir ve son zamanlarda
mikroarray teknigi ile farkli onkotiplerde miRNA anlatim profilleri analiz edilebilmistir
(Zhang ve dig, 2008, Zhang ve dig, 2011). miRNA anlatim profilleri dokularin
gelisimsel orijinleriyle paraleldir, kanser tan1 ve siniflandirilmasinda biyobelirte¢ olarak
potansiyeli mRNA’dan daha fazladir (Lu ve dig, 2005). miRNA’larin yaridan fazlasi
genomik olarak kirilgan ve kanserle iligkili bolgelere siralanmistir ayrica miRNA
genlerinin anomalileri kopyalarak kansere etkisi oldugu kanitlanmistir (He ve dig ,2005;

Calin ve dig, 2002; Zhang ve dig, 2006; Zhang ve dig, 2008).



Farkli kanser tiirlerinde molekiiler defektleri saptama amaciyla Kanser Genom Atlas
Projesi olusturulmus ve bir¢ok ¢alisma projeye dahil edilmistir (The Cancer Genome
Atlas Research Network, 2011). Son yillarda EOK’de miRNA anlatim profili hakkinda
bircok caligma yapilmis ve normallere gore oldukga fazla diislis oldugu gorilmiistiir
(Iorio ve dig, 2007). Iorio MV ve dig.(2007) yaptig1 calismada tasarlanmis (“custom™)
microarray kullanilarak 59 EOC operasyon 6rnegi ile 15 normal over karsilastirilmig ve
29 farkli anlatim yapmis miRNA’ya rastlanmis, bazilar1 Tablo 2.5.’de gdsterilmistir.
Ayrica, over kanserinde belirlenen miRNA’lar bu tiimoérleri histolojik subtiplerine ve

kanserlesme seviyelerine gore ayirabilir (Iorio ve dig, 2007).

Okaryot hiicrelerinde, miRNA biyogenezi asamalarinda (transkripsyon, pri-miRNA
kirpilmasi, pre-miRNA tasinmasi ve pre-miRNA kirpilmasi) ¢esitli diizenlemeler
bulunmaktadir (Lee ve Dutta, 2009; Ozsolak ve dig, 2008). miRNA anlatim
seviyelerinin normallere gore over kanserinde degisiklik gostermesi epigenetik
degisimler, genetik degisiklikler (kopya say1 degisimleri gibi) ya da transkripsiyonel
faktorlerin farklilagmis anlatimlar ile gerceklesir ve miRNA genlerini hedeflemektedir.
Kanser hiicrelerinde transkripsiyonel gen susturmasi siklikla epigenetik defektlerle
iliskili olmaktadir (Soto-Reyes ve dig, 2012; Zhang ve dig, 2008). Yapilan calismalara
gore miRNA biyogenezinde etkili olan anahtar proteinlerde disfonksiyon veya
diizensizlik meydana gelmis olabilecegi ve tiimor olusumuna neden olacabilecegi ileri

stiriilmiistiir (Zhang ve dig, 2008).

MiRNA'lar1 potansiyel birer biyobelirte¢ yapan bir diger 6zellikleri serum ve plazmada
korunmus halde bulunma durumlaridir. Bu sayede miRNA anlatim analizleri direkt
olarak serumdan yapilabilir. EOK hastalarinda; dolasan tiimor eksozomlarindan elde
edilen miRNA anlatim profili iyi huylu tiimdrle ve normal bireylerle karsilagtirilmis ve
farkli anlatim profilleriyle birbirinden ayrilmistir. Bu ¢alismada eksozomlar manyetik
boncuklarla ve antiEpCAM antikorlariyla ayrilmis, miRNA’lar izole edilmis mikroarray
ile analiz edilmistir. Sonucunda farkli anlatim yapan miRNA’lara rastlanmistir (Tablo

2.5.)(Taylor ve Gercel-Taylor, 2008).

Resnick ve dig. (2009) yaptig1 calismada over kanseri hastalarindan ve normal
bireylerden toplanan serumlarda ‘“Real-time PCR” ile miRNA anlatim analizi

yapilmistir ve anlatim farkliligi gosteren miRNA’lar bulunmustur (Tablo 2.5.). Bu



miRNA’lardan anlatimi1 artan olan 3 miRNA’nin (miR-21, miR-92, miR-93) elde
edildigi hastalarin normal CA-125 seviyesine sahip oldugu tespit edilmistir. Buna
dayanarak miRNA analizlerinin kullanilan tani1 yontemlerine tamamlayic1 0Ozellik

tasidigr soylenebilir (Resnick ve dig, 2009).

Yapilan tiim c¢alismalara dayanarak miRNA’larin spesifik genlerin anlatimini
diizenleme 6zelliginden dolayr hem normal hem de patolojik over vakalarininda ¢ok
onemli rol oynadig1 agikca gosterilmistir. Bununla birlikte miRNA’larin EOK’de tani,
yayilma ve tedaviye yanit1 tahmin etme gibi alanlarla iliskili oldugu konusunda fikir
birligine ulagilmamistir. Bu nedenle over kanserinde miRNA’larin rolii hakkinda daha
cok bilgi edinilmeli ve bu sayede kanserlesmeye karsi miidahalelerin gelismesine izin
verilmelidir (Zhang ve dig, 2011). Over kanserinin heterojenik bir hastalik olmasindan
dolayi tedavi ve tan1 secenekleri bireyden bireye degisebilir, bu baglamda miRNA’larun
doku ve orijine spesifik 6zelliginden yararlanilabilir ve kisiye 6zel tedavi yontemleri

uygulanabilir (Hausler ve dig, 2010).

2.5.5. Over Kanseri Biyobelirte¢ Panelleri

Over kanserinin kompleks ve heterojen yapisi nedeniyle tek bir biyobelirtegle tiim
subtiplerinin ve evrelerinin yiiksek hassasiyet ve Ozgiinliikle tespit edilmesi miimkiin
degildir. Cogu arastirmaya gore over kanserinde birlikte kullanilan bir¢ok biyobelirteg
CA-125 hassasiyetini O6nemli derecede arttirmistir (Yurkovetsky ve dig, 20006).
Belirteglerin beraber kullanilmasiyla elde edilen yiiksek hassasiyet; 6zgilinliiglin 6nemli
derecede diismesiyle iligkilidir (Bast, 2004). Uygun hassasiyet ve 0Ozgiinliikteki bazi
biyobelirte¢ panelleri over kanserinin tespit edilmesinde ¢ok biiylik potansiyele sahiptir
(Gagnon ve Ye, 2008). Ornegin, 6 biyobelirtegten'* olusan yeni bir panel 362 saglikli
birey ve 156 over kanseri tanist yeni koyulmus (13 tane evre 1) hastada calisilmis ve
sonucunda %95.3 hassasiyet, %99.4 6zgiinliik elde edilmistir (Kim ve dig, 2009) fakat
bu calismada deney dizaym1 ve istatistik analizler hakkinda tartismalar wvardir.
Biyobelirte¢ panellerinin en ¢arpict hassasiyet ve 6zgiinliik oranlar1 bagimsiz validasyon
caligmalar1 yapilmayan ve daha az sayida ornekle (6zellikle birka¢ evre I hastasiyla)
calisilan arastirmalardan elde edilmistir. Bu nedenle biyobelirte¢ testlerinin klinige

aktarilmasindan once, gecmise ve gelecege yonelik klinik denemeler gibi bircok

'2 Leptin, prolaktin, osteopontin, insulin benzeri biiyiime faktorii II (IGF-II), makrofaj inhibitor faktor
(MIF), CA-125



aragtirma yapilarak testlerin klinikteki yararlar1 degerlendirilmelidir. Yanlizca over
kanserinin erken tanisinda degil tedavinin yonlendirilmesinde de kullanilmak iizere

biyobelirte¢ panelleri daha da gelistirilmelidir (Zhang ve dig, 2011).

Over kanseri tamisinda kullanilacak iki yeni test FDA tarafindan onaylanmustir.
Birincisi, OVAI (Aspira Labs, A Vermillon Company, USA) olarak adlandirilan test
pelvik kitlesi olan, 18 yasindan biiyiik kadinlara uygulanir ve 5 belirteci Olger;
transtiretin (=prealbiimin), apolipoprotein A1, beta-2 mikroglobulin, transferrin ve CA-
125. Bu protein temelli belirtegler iki farkli “immunoassay” ile degerlendirilir. Verilerin
biyoinformatik analizinden sonra kanserlesme i¢in risk orani belirlenir (premenopoz
vakalarinda > 5,0; postmenopoz vakalarinda > 4,4 orani yiiksek riski gosterir). Diger
klinik bilgilere veya tek basina CA-125’e nazaran over kanserini tayin etmede OVAI’in
daha hassas oldugu rapor edilmistir. Klinik degerlendirmeyle birlikte OVAI’ in
Ozgunliik ve pozitif prediktif degeri, tek bagina CA-125" den daha kétiidiir. Bu nedenle
OVAI testinin hastalar tizerindeki ger¢ek etkisi i¢in aragtirmalarin devami
gerekmektedir (Ueland ve dig, 2011; Tekkesin, 2014). Ikinci test olan ROMA (“Risk of
Ovarian Malignancy Algorithm”) ile CA-125 ve HE4 kullamilarak epitelyal over
kanseri olan hastalar yiiksek riskten diisiik riske dogru simiflandirilir (Montagnana ve
dig, 2011). Over kanserinin ayirici tanisinda hassasiyetinin % 72,9 olmasi ve bu degerin
CA-125 e gore daha iistiin olmasi nedeniyle 6nemlidir (Moore ve dig, 2008). Iki test
birbiriyle karsilastirildiginda ROMA 6zgiinliik ve maliyet acisindan OVA1’e iistiinliigi
gosterilir (Tekkesin, 2014).

2.6. DOLASIMDA BULUNAN TUMOR MATERYALLERI

Non-invasiv tiimor tan1 ve taramasi tipta 6nemli bir yaklasim haline gelmistir. Dokudan
biyopsinin aksine dolagan tiimor hiicrelerinin (“circulating tumor cells-CTCs”) ve timor
niikleik asitlerinin tespiti (“circulating tumor DNA/RNA”) ile en az invasiv metotla
prediktif ve prognostik belirtecler belirlenebilir. Boylece; gerilemenin takibi, tedavi
etkilerinin belirlenmesi, klonal gelisim gibi hastalik hakkinda erken ve ¢ok sayida
degerlendirme yapilabilir. CTC’lerin ve dolasan tiimér DNA’larinin (ctDNA) izolasyon

ve nitelendirilmesi kanser tanisini, tedavisini ve goriintiilenmesini gelistirecektir. Farkli



timor tiplerine uygun molekiiler belirteglerin klinik kullanimi i¢in daha ¢ok c¢aligma

yapilmasi gerekir (Gold ve dig, 2015).

2.6.1. Serbest Tiimor Hiicreleri (CTC)

Bazi durumlarda tiimor hiicreleri mezensimal karakter gostererek fenotipik olarak
degisir (Tomaskovic-Crook ve dig, 2009; Micalizzi ve dig, 2010; Chen ve dig, 2011;
Drasin ve dig, 2011; Nieto, 2011; Strauss ve dig, 2011). Bu degisim ile timdr baslatici
hiicreler orijinin etrafindaki dokular istila eder (Chen ve dig, 2011; Debnath ve Brugge,
2007; Brabek ve dig, 2010; Groger ve dig, 2012; Salnikov ve dig, 2012). Cogu
karsinoma i¢in bazal membrannin bolgesel invazyonu, damar disina ¢ikmadan Once
gerceklesir (Kramer ve Vogel, 1984; Liotta ve Stetler-Stevenson, 1991; Lorger ve
Felding-Habermann, 2010; Pavese ve dig, 2010). Dolasima (veya lenfatiklere) giren,
timor yiizeyinden kopan hiicreler dolasimda bulunur. Damar i¢inde boliinmeden
kalabilirler, birleserek yayilabilirler ya da yeni bir dokuya yerleserek metastaz formunu
olustururlar. CTC’lerin yolu ne olursa olsun bu hiicreler tiimér kompozisyonuna,
yayilabilmeye, ila¢ duyarliligina ve tedaviye verecegi yanita ait 6nemli bilgileri tasir
(Gold ve dig, 2015). Ortalama bir karsinoma hastasinda yaklasik 7.5 mL kanda 5-50
CTC bulunur (<I ile >5 CTCs/mL) (Allard ve dig, 2004; Cristofanilli ve dig, 2007;
Ross ve Slodkowska, 2009; Hou ve dig., 2013). Mutasyon tasiyan ve yenilenme 6zelligi
olan tiimor kok hiicre populasyonunun varligi nedeniyle, CTC sayisinin azlig1 teknik
olarak sinirlamalara yol agar (Szotek ve dig, 2006; Britton ve dig, 2012; Tirino ve dig,
2013). CTC’lerin goriintiillenmesi ve lokositlerden ayrilmasi giivenilebilir hiicre yiizey
belirteglerine baglhdir. Giliniimiizde yeni teknolojilerle CTC’lerin hasta kan
orneklerinden izolasyonu ilk defa yapilmistir (Hou ve dig., 2013; Yu ve dig., 2011;
Williams, 2013). Diger metotlarda CTC izolasyonu ic¢in CTC’lerin fiziksel
ozelliklerinden yararlanilmistir (Loberg ve dig., 2004). CTC’lerin diisiik-hizdaki
santrifiijde c¢okelmelerine dayanarak 16kosit fraksiyonlarindan ayirimi saglanabilir
(Gossett ve dig., 2010). Ayrica, genelde lokositlerden daha biiyiik olan CTC’ler boyut
temelli filtreler kullanilarak zenginlestirilebilir ve akyuvarlardan ayrilabilir (Vona ve
dig., 2000). Yeni cikan bir teknikte ise CTC ylizeyinde bulunan saglikli kan
hiicrelerinde bulunmayan epitelyal hiicre adezyon molekiiliine (EpCAM) kars1 antikor
teknigine dayanarak CTC izolasyonu yapilmistir (Williams, 2013; Tveito ve dig., 2011,
Nadal ve dig., 2013).



CTC metastatik ve niiks tiimorleri bulunan hastalarin periferal kanlarindan tespit
edilebilir. Bir¢ok calismada CTC sayisi ile hastaligin siddeti arasinda iliski oldugu
gosterilmistir. Ornegin, kaninda daha az CTC bulunan hastalar daha ¢ok bulunanlara
gore daha uzun yasadig1 gosterilmistir (Cristofanilli ve dig., 2004). Yeni yapilan
aragtirmalarda  CTC’lerin tasidigi  genetik mutasyonlar primer tiimordekilerle
karsilagtirilip hastaligin evresi, seviyesi ve metastazi ile iliskilendirilir (Maheswaran ve

dig., 2008).

2.6.2. Serbest Dolasan ve Tiimor Hiicre DNA’s1

Kanser hastalarinin plazmalarinda daha ¢ok hiicre dig1 serbest DNA (cfDNA) bilinir
(Shapiro ve dig., 1983). Dolasimda bulunan tiimér DNA’larinda (ctDNA) bulunan
mutasyon, mikrosatellitlerin heterozigoziti kaybi, CpG adalarinin metilasyonu gibi
timor spesifik anomalilerle kanda ctDNA’larin varligi kanitlanmistir (Nawroz ve dig.,
1996; Esteller ve dig., 1999; Silvia ve dig., 1999). cfDNA’larin kaynagmin ol
(nekrotik, apoptotik, fagositozik) hiicreler oldugu ileri siiriilmiistiir (Jahr ve dig., 2001).
DNA’larin niikleozomal boyutlarina dayanarak apoptozun cfDNA’larin esas kaynagi
oldugu diisiliniiliir (Stroun ve dig., 2000). Ayrica canli hiicrelerden de DNA salinimi
oldugu genometastaz teorisiyle desteklenerek ortaya konmustur (Stroun ve dig., 2000).
Genometastaz teorisi DNA’nin transfeksiyon ile baska hiicreye transfer edilerek aktif
olarak transkripsiyonunun yapilmasidir (Garcia-Olmo ve dig. 2001; Holmgren ve dig.,

1999).

CtDNA kullanarak tiimor goriintiileme kanserin tani ve taramasindan daha gelismis ve
gelecege donmiiktiir. Ciinkii daha Onceden belirlenmis, analiz edilmis, hastaliga 6zel

anomalileri arastirmak bu yontemi daha uygulanabilir kilmistir ( Gocke ve dig., 2000).

Timor ve kan biyobelirteclerinin beraber kullanilmasi kadar CfDNA konsantrasyonu ile
kandan elde edilen diger biyobelirteclerin birlikte kullanilmasi da yararli olabilir. Bu
iligkilerin kurulabilmesi i¢in ¢ok merkezli daha ileri analizler yapilmalidir

(Schwarzenbach ve dig., 2011; Roth ve dig., 2011).



2.6.3. Serbest Dolasan RNA (cfRNA)

Kanser hastalarinin plazmasindan dolasan gen transkriptlerini de tespit etmek
miimkiindiir (Gahan, 2012). Hiicre dist mRNA’lar ilk olarak 1999°da melanoma
hastalariin dolagiminda kesfedilmistir (Kopreski ve dig., 1999). Melanosit-spesifik
tirozinaz mRNA’lar1 partikiillenmis ve paketlenmis formda bulunmustur. Bu kesfi daha
sonra diger RNA formlarinin 6zellikle miRNA’larin plazma ve serumda bulunmasi
izlemistir (Taylor ve Gercel-Taylor, 2008; Mitchell ve dig., 2008; Lawrie ve dig.,
2008). Kanser hiicreleri normal dokulara gore ¢ok fakli gen anlatim profiline sahiptir.
Bu fark kanser hastalarinin dolagiminda tiimor spesifik gen transkriptlerinin tespiti ile
tanida kullanilabilir (Zhou ve dig., 2012). Kanda bulunan yiiksek miktardaki RNaz’a
ragmen dolasimda bulunan RNA’larin sasirtici sekilde stabil oldugu goriilmiistiir. Bu
durum RNA’nin hiicre zarinda kan dolagimina gecen eksozomlar (mikropartikiiller,
mikrovesikiiller, multivesikiiller gibi) tarafindan yikimdan korunmus olma olasiligiyla
aciklanabilir. RNA’nin tespiti ve tanimlanmas1 mikroarray, kantitatif “Real-time PCR”
gibi birgok teknikle yapilabilir (Chen ve dig., 2012). Hizla gelisen ve artan ¢aligmalara
gore kanda bulunan mRNA’lar prognostik ve prediktif biyobelirtecler olarak
kullanilabilir. Bunun yaninda, cDNA’da oldugu gibi ctRNA calismalarinda da genis
kapsamli olmasi, tiimor davranisiyla ve kanda bulunan biyobelirtegler ile arasindaki

iliskinin kurulmasi konusunda eksiklikler vardir (Pucciarelli ve dig., 2012).

2.6.4. Serbest Dolasan miRNA

Hiicre dis1 miRNA’larin salinma ve biyolojik fonksiyonlart hala tam anlasilmis degildir
(Gold ve dig, 2015). Kanser hastalarinda kanda bulunan miRNA’larin dokudakilerle
ayni oneme sahip oldugu gosterilmis ve ¢aligmalarin bazilarinda solid tiimorlerle
kandaki miRNA anlatim profilleri arasinda iligski arastirilmistir (van Schooneveld ve
dig, 2012, Mitchell ve dig, 2008). Dolasan miRNA’lar hiicreye bagl degildir fakat
mikrovesikiil, eksozom, mikropartikiil, apoptotik cisim, protein-miRNA komplekslerine
baglanarak endojen RNaz yikimina karst korunur (Vickers ve dig, 2011). miRNA’lar
yiiksek sicaklik, diisiik/yiliksek pH, uzun siire saklama ve fazlaca uygulanan dondur/¢6z
gibi agir kosullara dayamiklidir (Gold ve dig, 2015). Dolasan miRNA seviyesinin
Ol¢timii zordur c¢iinkii farkli hematopoetik orijinli hiicresel miRNA’lar ile kontamine
olabilir (Gold ve dig, 2015). Dolagan miRNA’larin izolasyon ve stabilizasyon

protokollerinin standart hale gelmesi ve kanser hasta plazmasindan tek molekiil



diizeyinde selektif olarak tespit edilebilir olmas1 gerekmektedir (Hastings ve dig, 2012).
Yeni nesil dizileme ve anlatim profilleme gibi tekniklerle kandan miRNA analizi
yapilabilir ve tiimoriin ilerlemesiyle iliskilendirilebilir (Qiu ve dig, 2013; Giovannetti ve

dig, 2012).

Calismalara gore normal dokuya gore tiimoér dokusunda miRNA anlatimi degisiklik
gosterir ve bu degisimler saglikli bireylere gore kanser hastalarimin serum/plazma
orneklerinde de tespit edilebilir (Godfrey ve dig, 2013). Diisilk oranda fark tespit
edilmesi nedeniyle daha ileri ¢alismalar 6nerilmektedir (Gold ve dig, 2015).

2.6.5. Eksozomlar ve Dolasan Mikrovesikiiller

Mikrovesikiiller ve eksozomlar membran bagiml kiigiik hiicre molekiilleridir (boyutlart
30-1000nm diametre) yakin zamanda klinik olarak kullanilabilecekleri kesfedilmistir
(Bang ve Thum, 2012; Simpson ve dig, 2009). Eksozomlar fakli mekanizmalarla
olusurlar; multivesikiiler cisimler plazma membranma flizyon oldugunda hiicreden
ayrilabilirler ya da dogrudan plazma membranindan kdkenlenirler (Gold ve dig, 2015).
Dolasimdaki mikrovesikiiller gibi eksozomlarin da 6zel fonksiyonlarinin oldugu ve
pthtilasma, hiicreler arasi sinyallesme, artiklarin yonetilmesinde 6nemli rol oynadigi
gosterilmistir. Dolasan her iki hiicre parcast da farkli viicut ve dokular arasi sivilarda

bulunur (Muralidharan-Chari ve dig, 2010; Camussi ve dig, 2010).

Dolasan mikrovesikiiller spesifik hedef hiicrelerle etkilesir ve biyoaktif gorev yapmasi
icin hiicre disina salinir (Vlassov ve dig, 2012). Cogu karsinomada dolasan
mikrovesikiil seviyesi artmistir (Katsuda ve dig, 2014). Bu degisimle mikrovesikiiller
ileride hastalik siddeti goOstergesi olarak kullanilabilir (Thakur ve dig, 2014; Li ve
Bahassi, 2013). Ayrica mikrovesikiillerin biyokimyasi; biyokimyasal ve molekiiler

tiimdr evrelemede belirtec olarak kullanilabilir (Rabinowits, 2009; Skog ve dig, 2008).

2.7. OVER KANSERI TANISINDA MiRNA ANLATIM ANALIZi
TEKNOLOJILERI

MiRNA alanindaki hizli ilerlemeler ve arastirmalar miRNA anlatim profilleme igin
kullanilacak tekniklerin de hizla gelismesine yol agmistir. Fakat miRNA’larin prob

secimini smirlayan kiiclik boyutlari, birbirinden ¢ok farkli anlatim seviyeleri, poliA



kuyrugunun olmamasi, ayni aileden olanlarin arasindaki 6nemli dizi homolojileri, hedef
mRNA’larla tam olarak homoloji gdstermeyen hibridizasyonlar1 gibi 06zellikleri
nedeniyle kantitasyonlar1 zor yapilmaktadir. Bu zorluklar1 asmak amaciyla son yillarda
daha hassas, spesifik, kantitatif, genis biyolojik 6rnek skalasinda analiz yapmaya uygun

teknikler gelistirilmistir (Fan, 2012).

miRNA tespit ve Ol¢lim yontemlerinin ¢ogunlugu mRNA anlatim analizi ve DNA
kopya sayisin1 degerlendiren array-temelli karsilagtirmali genomik hibridizasyon
(aCGH) yontemlerinden alinmistir. mRNA ve kopya sayisi degisimlerinde mikroarray
rutin olarak kullanilmakta ve klinige uygulamada biiyiik ilerleme kaydedilmistir. Son
zamanlarda ise bu iki alanda da analizler ¢ogunlukla “next-generation
sequencing”’(NGS) ile yapilmaktadir (Bashir, 2010; Montgomery ve dig, 2010). Ayrica
miRNA NGS klinik sonuglarin tahmininde kullanilan oldukca yararli bir teknik
olmustur (Aldridge ve Hadfield, 2012).

2.7.1. Revers-Transkripsiyon Kantitatif PCR (RT-qPCR)

“RT-qPCR” protokolleri c¢ok cesitlidir fakat temel olarak RNA’nin cDNA’ya
doniismesi, standart referans genlere veya drneklere gore lokus spesifik kantitasyonuna
dayanir. Tekrar dizileme ayni hassaslia sahip olmasmna ragmen su anda en hassas
uygulanabilir teknik “RT-qPCR” olup hem “TaqMan” problarla hem de “SYBR Green
(2-[N- (3-dimethylaminopropyl)-N-propylamino] -4-[2,3-dihydro-3-methyl (benzo-1,3-
thiazol-2-yl)-methylidene]-1-phenyl- quinolinium)” ile uygulanabilir (Fan ve dig, 2008;
Aldridge ve Hadfield, 2012). TagMan prob temelli teknikte gen spesifik ‘“stem-loop”
primerler kullanilarak hem prekiirseér hem de olgun miRNA’larin ters transkripsiyonu
gerceklesir (Heid ve dig, 1996; Chen ve dig., 2005; Schmittgen ve dig., 2008). “SYBR
Green” temelli teknikte isaretli ve bagli oligo-dT primerlerle kiigiik RNA’larin
poliadenillenmis kuyrugunun ters transkripsiyonu gergeklesir bdylece olgun
miRNA’larin bu teknikle tespiti yapilabilir (Schneeberger ve dig.,1995; Shi ve Chiang,
2005). MiRNA’nin orta-yiiksek veri elde edilebilecek analizleri
(“medium/highthroughput”) son yillarda en ¢ok ilgi goren alan olmustur. Bdylece
birgok Ornekte paralel olarak onlarca ya da yiizlerce miRNA’nin degerlendirilmesi
“assay plate”’leriyle miimkiindiir (Morrison ve dig, 2006; Spurgeon ve dig., 2008). Eger

analize uygun ¢ok fazla sayida ornek varsa “RT-qPCR” ile olgiimler zorlagir.



mRNA’nin aksine miRNA “RT-qPCR” belirtilmis olan sinirlamalar nedeniyle kisitlanir
(Aldridge ve Hadfield, 2012).

2.7.2. “In-situ” hibridizasyon (ISH)

In-situ hibridizasyon (ISH) ile direkt ilgili dokuda; kompleks bir organda ya da
heterojen tiimorlerde bulunan spesifik hiicre tiplerinde miRNA anlatim analizi
yapilabilir. Cok fazla veri elde edilebilecek bir yontem degildir ama genomda yapilacak
miRNA analizinden 6nce uygulanmasiyla validasyon i¢in 6nem kazanir. miRNA “ISH”
lizerine birgok c¢aligma vardir, genelde kilitli niikleik asit problar1 (“Locked Nucleic
Acids-LNA”) kullanilir. “LNA problar1” standart olanlara géore RNA’ya ve miRNA’ya
daha fazla hibridizasyon afinitesi vardir (Kloosterman ve dig, 2005; Valoczi ve dig,
2004, Wienholds ve dig, 2005). LNA’larin birlesmesiyle prob/RNA kompleksinin
termal stabilitesi artar (Thomsen ve dig., 2005). miRNA analizi i¢in gerekeli kisa
problar agisindan bu 6zellik ¢ok Onemlidir. Diisiik sinyal giicii “LNA prob”larinin
dezavantajlarindandir; bu sorun 3’ ve 5’ isaretli problar kullanilarak asilabilir

(Obernosterer ve dig, 2007; Aldridge ve Hadfield, 2012).

2.7.3. Mikroarray

Aday miRNA’larin tanimlanmasi i¢in mikroarray temelli anlatim analizleri ideal bir
tekniktir ¢iinkii istenilen yiizlerce 6rnekte miRNA anlatim analizi yapilabilir ve “high-
throughput” veri elde edilebilir (Aldridge ve Hadfield, 2012). MiRNA mikroarray
teknolojisi normal ve tiimdr ornekleri arasindaki miRNA anlatim farklarini tespit etmek
icin ¢ok giiclii bir tekniktir (Iorio ve dig, 2007; Iorio ve dig, 2005; Calin GA; 2006,
Esquela-Kerscher ve Slack, 2006). Ayrica belirli bir klinik ve patolojik 6zellik ya da
hastalik etkisi miRNA anlatim analizi ile tespit edilebilir (Calin ve dig, 2005; Yanaihara
ve dig, 2006). Yapilan arastirmalara gore degismis miRNA anlatimima neden olan
molekiiler mekanizmalarin ve miRNA genlerindeki genomik anomalilerin mikroarray
ile tespit edilebilecegi gosterilmistir (Calin ve dig, 2005; Calin ve Croce ,2006b; Zhang
ve dig, 2006).

Kanser oOrneklerinde; PCR temelli miRNA profillme sonucu miRNA anlatiminin
azaldig1 gosterilirken, erken mikroarray temelli miRNA profilleme sonucunda
miRNA’larin dengeli olarak “up”- ve “down”- regiile olduklar1 gosterilmistir (Volinia

ve dig, 2006; Yanaihara ve dig., 2006; Lu ve dig, 2005; Wu ve dig, 2013).



2.7.4. Yeni Nesil Dizileme (“Next Generation Sequencing-NGS”)

NGS teknolojisi ilk olarak C. elegans’da kiigiik RNA dizilerini profilleme ig¢in
kullanilmis ve bir¢ok kiiciik RNA tiirii bulunmustur (Ruby ve dig, 2006). Boylece
NGS’nin kiigiik RNA analizi i¢in biiyiikk potansiyele sahip bir teknik oldugu
gosterilmistir. Geleneksel kiigiik RNA klonloma teknikleri temelli NGS kullanan
metotlar i¢in kiitiiphaneler hazirlanir. Kii¢iik RNA molekiillerinin uglarina adaptorler
baglanir ve dizileme icin kalip olarak kullanilir (Hafner ve dig, 2008). Alternatif
protokollerin ve metotlarin gelistiriliyor olmasina ragmen, NGS i¢in kiigiik RNA
klonlama metodunun teknik olarak zor oldugu ve zaman aldig1r kanitlanmistir. NGS
ozellikle yeni kiicik RNA tiirlerinin kesfi icin uygundur c¢iinkii bilinen bir diziye
baglanacak hibridizasyon problarinin  kullanimmna gerek  yoktur. Dizileme
teknolojisindeki ilerlemeler yeni miRNA’larin kesif oranin1 ve miRNA dizisinde zor
farkedilen degisikliklerin (6rnegin; post-transkripsiyonel diizenleme ve terminal bakiye
eklenmesi) saptanma oranini arttirmistir (Landgraf ve dig, 2007). Yeni nesil dizileme
cihazlarindaki artmis veri Uretme kapasitesi kiigiik RNA Kkiitiiphanesi hazirlama
metotlarindaki gelismelerle birlestirilmistir. Arastirmacilar daha ¢ok veri elde etmek
icin kiigik RNA kiitiiphanelerini indekslemede ve c¢ogaltmada bu metotlardan
faydalanirlar. Veri normalizasyonu acisindan diger metotlara gore bir artisinin
olmamasi; kiiciik RNA analizinde kullanilan diger metotlar gibi bu yontemin de
olumsuz tarafidir. Ayrica NGS sonuglarimin degerlendirilecegi bilgisayarli veri

analizleri yontemleri hala gelismekte olan alandir (Aldridge ve Hadfield, 2012).



3. MALZEME VE YONTEM

3.1. ORNEK TOPLAMA

Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kuruluna ¢alisma hakkinda ayrintili
bilgi verilerek 08.08.2014 tarih ve 13 sayili kararla etik kurul onay1 alindi. Ornek alman
tim hastalardan bilgilendirilmis onam formunun imzali hali toplanmisg ve hastalara
proje hakkinda gerekli bilgiler jinekolojik onkologlarimiz tarafindan verilmistir. Serbest
tiimor niikleik asitlerde analiz yapmak i¢in c¢alisilacak materyalin ve niikleik asitlerin
kaliteli bigimde elde edilmesi gerekmektedir. Tiimér RNA’larinin kanda az miktarda
olmasi, 6rnek tasima ve saklama agamalarinin 6nemini artirmistir. Proje kapsaminda
uygun Orneklerin belirlenmesi, kan ve doku alim islemleri Istanbul Tip Fakiiltesi
Jinekolojik Onkoloji Anabilim Dali’ndan ve Zeynep Kamil Kadin ve Cocuk Hastaliklar
Egitim ve Arastirma Hastanesi’nden gerceklestirilmistir. Calismada toplanan 6rnekler;
saglikli bireylerden, primer epitelyal over kanser teshisi konulmus hastalardan, 6nceden
over kanser gecmisi olup tekrar niiks etmis hastalardan ve basit over kisti bulunan
hastalardan toplanmistir. 2 deney (over kanseri ve niiks) ve 2 kontrol (basit over kisti ve
saglikli) olmak {izere toplam 4 arastirma grubuyla ¢alisilmistir. Saglikli grubu harig
diger arastirma gruplarindan hem periferal kandan elde edilen serum hem de tiimor (ya
da kist) dokular1 alinmistir. Saglikli grubundan sadece serum alinmigstir. Alinan periferal
kanlar ve dokular ayn1 giin soguk zincir ile I.U. Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii,
Molekiiler Tam ve Analiz Birimi laboratuvarima transfer edilmistir. iki deney grubu i¢in
de kanlar 10ml kirmiz1 kapakli tiiplerde alinip 1300 g’de 10 dakika santrifiij edilerek
serumu ayrilmistir. Tiimor ve kist dokularindan yaklasik 500 mg doku 6rnegi, “RNA
Later” stabilizasyon ve saklama soliisyonu igeren steril santrifiij tliplerinde alinarak bir
gece +4°C’de bekletilmis ardindan izolasyon asamasina kadar -80°C’de saklanmustir.
Bu arastirmada toplanan serum ve tiimor veya kist dokularmin tiimiinden izolasyon
yapilmis ve elde edilen RNA kalitesi en yiiksek olan 8’er 6rnek daha sonraki

asamalarda kullanilmak tizere se¢ilmistir (Tablo 3.1.).



3.2

Tablo 3.1: Arastirmada kullanilan deney gruplart.

Calisma
oerubu

Ornek
sayisl

Serum

Saklama
Kosullari

Ornek
say1si

Doku

Saklama
Kosullar:

Saglikli
bireyler
(Kontrol
grubu 1)

15

-80°C

Basit over
kisti
hastalar1
(Kontrol
grubu 2)

-80°C

11

-80°C

Over
kanseri
hastalar1

12

-80°C

12

-80°C

Niiks grubu

-80°C

13

-80°C

TOTAL RNA iZOLASYONU

3.2.1. Serumdan total RNA izolasyonu:

[zolasyon asamasinda “mirVana miRNA

izolasyon Kkiti”

Technologies™) kullanilarak firmanin 6nerdigi protokol takip edilir.

a)

b)

d)

Elde edilen miktarin 1.25 kat1 kadar 100% etanol (oda sicakligindaki) eklenir.

(“ambion by

life

-80°C de bulunan serum 6rnegi buzda ¢6ziildiikten sonra iki farkli 2 ml’lik tiiplere
250 pl alinarak, drnegin 2 kat1 kadar (500 pl) lizis tamponu buz igerisinde eklenir ve
oda sicakliginda 5 dakika bekletilir.
Total hacimle ayn1 miktarda fenol:kloroform eklenir (1:1). 30-60 saniye vortekslenir.
Oda sicakliginda 30 dk 10.000g’de santrifiij edilir. Ornek sulu ve organik faza ayrilir.
Faz ayrimi gergeklesmedigi takdirde tekrar vortekslenip santrifiij islemi 10.000g
hizda 15 dakika tekrarlanir. En {ist faz (sulu) yeni bir tiipe aktarilir. Aktarilan miktar

Her bir érnek igin bir tane toplama tiipii kullanilir. Orneklerden 700’er pl filtreli

toplama tiiplerine aktarilir. Her aktarimdan sonra 10.000g’de 15 saniye santrifiij



g)

h)

)

k)

edilir. Altta kalan sivi atilip, toplama tiipli tekrar kullanilarak islem tiim ornek
aktarilana kadar devam eder.

Nukleazsiz ¢oziicii tampon 95 °C’de bekletilerek, daha sonraki asama i¢in hazirlanir.
miRNA yikama soliisyonu 1’den 700 pl toplama tiipiine eklenir. 10.000g’de 5-10
saniye santriflij edilir.

miRNA yikama soliisyonu 2/3’den 500 pL toplama tiipiine eklenir. 10.000g’de 5-10
saniye santrifiij edilir. Islem 2 kez tekrarlanir.

Toplama tiipii bos olarak 1dk son hizda santrifiij edilir.

Toplama tiipli yeni bir 2ml’lik tiipe aktarilir. 95 °C de bulunan nukleazsiz ¢oziicii
tampondan 30 pL filtreye dokunmadan dikkatlice filtreye yayilir. Maksimum hizla
30sn santrifiij yapilir. Filtreler atilir ve miRNA igeren 2ml’lik tiipler -20 °C de
saklanabilir.

Elde edilen total RNA’larin konsantrasyonu nanodrop cihazinda 6lgiiliir ve sonuglar

kaydedilir.

3.2.2. Timor ve kist dokularindan total RNA izolasyonu

Tiimdr ve kist dokularindan total RNA izolasyonu i¢in “QIAGEN RNeasy Plus Mini

Kit” kullanilir. Kitin 6nerilen prosediirii asagida belirtilmistir.

e Dokudan izolasyon yapilirsa 1 ml RLT Buffer’a 10 pl B- merkaptoetanol
( veya 20 pl 2M dithiothreitol DTT) eklenir. Bu karisim oda sicaklifinda
en fazla 1 ay bekletilir.

e Kitilk defa agilacaksa; RPE buffer i¢ine 4 volume EtOH eklenir.

a) Doku onceden -20’de sogutulmus havanda sivi azot ile ezilir. Tiim bu asamalar
boyunca Orneklerin buzda olmasina dikkat edilir. Ezilen ornekler 2 ml’lik
mikrosantrifiij tiiplerine koyulur. (30-60 mg olmasi tercih edilir.)

b) Orneklerin miktarina gére RLT buffer eklenir.
<20 mg > 350 ul
20-40 mg = 600 pl
40-60 mg > 800 pul
>60 mg 2> 1000 ul



Maksimum hizda 3 dakika santrifiij yapilir. Siipernatant dikkatlice bagka bir tiipe
aktarilir.

¢) Yaklasik 600 pl lizat “qDNA eliminator spin colum™a aktarilir. 30 s > 8000 g (>
10000 rpm) santrifiij yapilir. Filtreden gecen kisim ayrilir. Ornekler bitene kadar
tekrarlanir.

d) Sivinin lizerine toplam miktar kadar (eklenen RLT’ye gore) %70 (+4 °C) etanol
eklenir. Pipetaj yapilarak karistirilir. Santrifiij yapilmaz. Hemen sonraki
asamaya gegilir.

e) 700 pl 6rnek “RNA easy spin column” a aktarilir. 15s x > 8000 g santrifiij edilir.
Gegen siv1 atilir. Ornek bitene kadar tekrarlanar.

f) 700 pl “RW1 buffer” RNeasy spin column’a eklenir. 15s x > 8000 g santrifiij
edilir. Alta gegen s1v1 atilir.

g) 500 pl “RPE Buffer” eklenir. 2 dk. x > 8000 g santrifiij edilir. Alta gegen sivi
atilir.

h) Tekrar 500 pul RPE Buffer eklenir. 2 dk. x > 8000 g santrifiij edilir.

(Istege gore 2 ml toplama tiiplerine filtreler gegirilir ve maksimum hizda 1
dakika bos santrifiij edilir.)

1) Spin column 1,5 ml toplama tiiplerine aktarilir. 50 pul RNazsiz su eklenir. 1
dakika > 8000 g santrifiij edilir.

Bioanalizorde bakmak iizere ornekten 2 pl PCR tiiplerine ayrilir. Geri kalan

ornekler -80’e soguk zincir ile gotiiriiliir.

3.3. 1ZOLE EDIiLEN RNA’LARIN BiYOANALIZORDE KONTROLU

Nanodropta RNA’larin konsantrasyonunu belirlemek mikroarray uygulamasina gegcmek
icin yeterli olmayabilir. Elde edilen RNA’larin konsantrasyonunu ve kalitesini kontrol
etmek icin gilivenilir ve hassasiyeti yiiksek olan bir uygulama gerekmektedir.
Giliniimiizde biyoanalizor uygulamasi DNA, RNA ve proteinlerin kalite ve
konsantrasyon Ol¢limiinde hassas ve giivenilir bir yontem olarak kullanilmaktadir.
Biyoanalizér uygulamasinda RNA kalite kontrolii ve konsantrasyon dl¢iimii i¢in iki
farkli kit kullanilmaktadir (“Nano RNA ¢ip” ve “Small RNA ¢ip”). Bu aragtirmada
“Agilent RNA 6000 Nano Kit” kullanarak, elde edilen RNA’larin konsantrasyonu



Olciiliir ve mikroarray uygulamasina gegilir. Bu uygulamanin ¢ip hazirlama ve 6rnek
yiikleme; biyoanalizor 6l¢iimii; sonug analizi olmak {izere li¢ basamagi bulunmaktadir

(Sekil 3.1.).

1) Cip hazirlama ve Grnek yiikleme 2) Biyoanalizér lcimii 3 Sonuc analizi

2 B

Sekil 3.1: Biyoanalizor uygulama agamalari.

Firmanin 6nerdigi protokol takip edilerek dncelikle jel-boya karisimi hazirlanir.

Kirmiz1 kapakli jel ve mavi kapakli boya 30 dakika onceden cikarilir. 30 dakika
sonrasinda kitten c¢ikan filtreli tiipe aktarilir (550 pl). 1500 g’de 10 dakika oda
sicakliginda santrifiij yapilir. 65 pl olarak RNazsiz santriflij tiiplerine bdliistiiriiliir
(alikotlanir). Her bir tiip tek sefer kullanim icindir. +4°C’de saklanir. 30 dakika
bekledikten sonra mavi kapakli boyaya 10 saniye vorteks, ardindan spin yapilir. 65 pl
alikotlanmis jelin birine 1 pl boya eklenir ve tamamen karisana kadar vortekslenir.
13000 g’de 10 dakika oda sicakliginda santrifiij yapilir. Bu karisim yalnizca bir giin

kullanilir.

Kullanmadan 6nce kullanilmis ya da herhangi bos bir ¢ip ile kontrol testi yapilir. Cip,
yiikleme aparatina konulur ve siringa takilmis olan {ist kisim yavasca kapatilip siringa
basilarak klips takilir. Klipsden kurtulduktan sonra 1 saniyede 3 konumuna gelmesi
gerekir. Gelmez ise ya yeni bir siringa takilir ya da ylikleme aparati temizlenir. Kontrol

islemi sonras1 “RNA Nanochip” (Sekil 3.2.) jel ylikleme aparatina konulur.



RNA Nano Chip
Electropharesis

Sekil 3.2: “RNA Nano Chip”
goruntisi.

v' Karsilagtirma yapilacak “ladder” ve tiim Ornekler 2 dakika 70 °C’de inkiibasyon
yapilir. Ardindan buza koyulur. 9 ul jel G kuyusuna koyulur. Enjektor 1 ml
konumuna getirilir (klips’i en tist seviyede olmalidir.) (Sekil 3.3.). Enjektor klips ile
tutulana kadar bastirilir. 30 saniye beklenir. Klips serbest birakilir. Yavasca 1 ml
konumuna getirilir. Diger G kuyularma 9’ar pl jel — boya konur. Geri kalan
karisim atilir. Kuyulart hari¢ hepsine 5 pl belirte¢ konulur (ladder kuyucugu dahil).
# kuyusuna 1 pl “ladder” konur. Diger 12 kuyucuga 1’er ul 6rnek yiiklenir. “1 KA
MS 3 Vortexer” ile 1200 rpm’de 2 kere vorteks yapilir.

Sekil 3.3: Hava basinci enjektorii ve ¢ip yiikleme aparati.

Ornek yiiklenmis “RNA Nano Chip” analiz edilmek {izere “Agilent Bioanalyzer 2100”

cthazina koyulur;

a) Bu asamada biyoanalizore ¢ip koyulmadan 6nce biyoanalizoriin elektrotlar1 yikama
cipleri kullanilarak iki kademede yikanir. Ilk asamada, %100 etanolden yikama

cipinin koyu G kuyucuguna 350 pl eklenir ve biyoanalizérde ¢ip konumuna



yerlestirilir. Bir dakika bekletilir ve yikama saglanir. Diger asamada 350 pl dH,O
baska bir yikama ¢ipine eklenir ve 1 dk yikama gerceklesir. Bu asamadan sonra

cihaz ¢ip analizine hazirdir.

b) “RNA Nano” ¢ipi biyoanalizér konumuna yerlestirildikten sonra c¢alistirma
programi bilgisayar aracilifi ile yapilir ve yiiriime baslatilir. Yiiriime olurken ayni

anda tek tek kuyucuklarda bulunan 6rneklerin 6l¢iimii izlenebilir.
¢) Yiriimekte olan her 6rnegin verileri kayit edilir.

d) Bu asamada 6nemli olan nokta, boyutlart bilinen RNA parcalarindan (ladder) elde
edilen sonucunun beklenilen pik sayisina ve boyutuna sahip olmasidir. Bu ¢ipte
kullanilan “ladder” i¢in 7 pik (sekil 3.4.), 25, 200, 500, 1000, 2000, 4000, 6000

niikleotid (nt) bulunmasi gerekmektedir.

Marker

25 nt 2000nk| 500 mt 1000t | 2000 nt 4000 nt GO0D nt

Sekil 3.4: “Ladder” kuyucugun elektroferogram goriintiisii.

e) Her 6rnekten elde edilen sonuglar hem jel hem elektroferogram goriintiilerinde sekil

3.5. gosterildigi gibi degerlendirilebilir.
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Sekil 3.5: RNA 6000 Nano analiz sonucunda elde edilen yikilmamus
ve yikilmig RNA goriintiileri.

Bu arastirmada izole edilen tiimor ve kist Ornekleri i¢in biyoanalizorde RNA
konsantrasyonu 0l¢iildii ve sonuglar1 degerlendirildi. RIN (“RNA Integrity Number”)
degerleri 6-9 arasinda degisen Ornekler ileri analizler i¢in se¢ildi. Serumdan elde edilen
RNA’lar nanodropta Ol¢iiliip ileri analizlere gidilmistir. Ciinkii serbest RNA

konsantrasyonu kan serumunda ¢ok az miktarda bulunur.

3.4. MIKROARRAY UYGULAMASI

Calismada; yiiksek verimli miRNA anlatim profilleme sistemi kullanilarak olgun
miRNA’larin dizi ve boyut farkliliklar1 bir arada degerlendirilerek yiiksek duyarlilikta
ve 0zgilillikkte sonuclar elde edilmektedir. Bu teknolojide tasarlanan problarda, ek olarak
uzatilmis sa¢ tokasi yapist bulunmaktadir ve probun hibrit olan bdlgesinin 5' ucunda G
bazi tasarlanmistir. Bu baz hedef miRNA’nin 3' ucunda floresan boya ile isaretlenen C

bazi ile stabil bir hidrojen bagi kurar.

Bu arastirmada biyoanalizérde Ol¢iimleri yapilan serum ve doku RNA’larinin
mikroarray uygulamasinda kullanilmak {izere uygun konsantrasyon i¢in normalizasyon
gerceklestirilmistir. Doku ornekleri 50 ng/pl’ye ayarlanmigtir. Tiimor ya da kist dokusu
ornegi bulunan tim gruplarda yapilan kalite kontrol sonucunda RIN degeri 6-9 arasi

olan ve konsantrasyonu 100ng/ul’den fazla olan Orneklerden 8’er tane segilmistir.



Serum RNA’lar1 i¢in ise nanodrop sonucuna dayanarak konsantrasyonu 1-12 ng/ul olan
8’er tane RNA ornek “Agilent SureScan Microarray Scanner” (Sekil 3.6.) ile taramasi
yapilip “Feature Extraction Software v12.0” ve “Agilent Gene Spring Version 12.6”

yazilimlariyla analiz edilmistir.

Sekil 3.6: Agilent mikroarray tarayici.

3.4.1. lizole Edilen RNA’larin Mikroarraye Hazirlanmasi

a) Serumdan elde edilen miRNA miktar1 diisiik oldugu icin Oncelikle
konsantrasyonunun yiikseltilmesi gerekir. Bunun i¢in vakum cihazinda
“Savant™ DNA SpeedVac™” cihazi kullanilarak 45-55 °C 30 dk orneklerin
tamamen kurumasi saglanir ardindan her 6rnek i¢in 4 pl RNaz igermeyen su

eklenir. Vorteks yapilir, ardindan spin atilir ve buzda bekletilir.

b) Tiimor ve kist dokularindan elde edilen ve uygun RIN degerine sahip RNA
orneklerinin konsantrasyonu nanodrop cihazi kullamilarak 50 ng/ plL’de

birbirlerine esitlenir ve buzda bekletilir.

3.4.2. Isaretleme

3.4.2.1.  “Spike-in” Solusyonunun Hazirlanmasi

a) 198 puL ¢dziicii tampon bos bir mikrosantrifiij tiiptine koyulur.

b) Isaretleme “spike-in” soliisyonundan 2 uL iizerine koyulur. Vorteks yapilir.

¢) Iki yeni tiip ¢ikarilir birine “¢dziicii 2 digerine “¢dziicii 3 yazilir. Her birine 198
ul distile su koyulur.

d) “Coziicii 1” yazan tlipten 2 pl “¢dziicli 2” yazan tiipe aktarilir ve vorteks yapilir.

Daha sonra “¢oziicii 2”den 2 pl alinarak “¢dziicii 3” yazan tiipe aktarilir.



e) “Coziici 17, -80°C de saklanir. “Coziicii 3” ¢aligmada kullanilcak soliisyondur.

Coziict 2 ve 3 kullanildiktan sonra atilir.

3.4.2.2. Isaretleme (Labelling)

“Agilent miRNA Complete Labeling and Hyb Kit” kullanilarak isaretleme yapilir.
a) Total RNA 50 ng/ ul niikleazsiz su ile seyreltilir. Her tiipe 2 pl 6rnek eklenir.
b) “CIP master mix” tablo 3.2.’de verilen degerlere gore hazirlanir.
¢) CIP master mix den her tiipe 2 pl dagitilir ve total hacim 4 pl olur. 37°C de 30 dk

inkiibe edilir.

Tablo 3.2: “CIP Master Mix” hazirlanmasi.

\ 1 6rnek icin miktar (pl) 9 6rnek icin miktar (pl)
“10X Calf Intestinal
phosphatase Buffer” 0.4 3.6
“Labeling Spike-in” 1.1 9.9
“Calf Intestinal
Phosphatase” 0.5 4.5
Total miktar 2 18

3.4.3. Denatiirasyon

a) Inkiibasyondan sonra her drnege 2,8 ul %100 DMSO(dimetil siilfoksit) eklenir.
b) 100 °C su banyosunda 5-10 dakika bekletilir.
¢) Bu siire sonrasinda ornekler hizli bir bi¢imde sulu buza aktarilir. Maksimum 10

dakika bekletilir.

3.4.4. Ligasyon ve orneklerin kurutulmasi

a) 10x T4 RNA Ligaz tamponu 37 °C de 5-10 dakika bekletilir i¢erigi tamamen
¢oOziilene kadar vorteks yapilir.

b) Oda sicakligina ulasincaya kadar beklenir.

c) Tablo 3.3.’e gore “Ligation Master Mix” hazirlanir ve her 6rnege 4,5 pl eklenir.

d) Ardindan 16 °C’de 2 saat inkiibasyon yapilir.

¢) Ardindan 6rnekler vakum cihazi kullanilarak 45-55 °C de 3 saat kurutulur.

Kurutmadan sonra her 6rnege 18 pL niikleazsiz su eklenir.




Tablo 3.3: Ligasyon karigimi hazirlanmasi.

1 6rnek icin miktar pl 9 ornek icin miktar pl
“10X T4 RNA Ligase 1 9
Buffer”
Cyanine 3-pCp* 3 27
T4 RNA ligaz 0.5 4.5
Total miktar 4.5 40.5

3.4.5. 10X “blocking agent” hazirlama

a) Agilent miRNA isaretleme kitinde bulunan, “10X GE Blocking agent’e 125 pl
niikleazsiz su eklenir.

b) Ardindan 4-5 dakika 37 °C de inkiibasyon gergeklesir

¢) 17000 g de 5-10 saniye santrifiij yapilir. -20 °C de 2 ay kadar bekleyebilir.

3.4.6. Hibridizasyon ve Slaytlara Ornek Yiikleme

a) Tablo 3.4.’de belirlenen siraya gore, PCR tiiplerine pipetaj yaparak soliisyonlar

eklenir.
b) Ardindan 100 °C de 5 dakika bekletilir.
¢) 5 dk dolduktan sonra beklemeden buzlu suya konur ve 5-15 dakika bekletilir.

Tablo 3.4: Isaretleme karigimu.

icerik Miktar (ul)
Isaretlenen miRNA 6rnek 17
“Hyb spike-In” 1
10X GE blocking agent 4.5
2X Hi-RPM Hibridizasyon tamponu 22.5
Total miktar 45

Buzda bekletildikten sonra ylikleme asamasina gegilir (Sekil 3.7.).

a) Mikroarray lam tutucular1 hazir hale getirilir.



b) Lastikli lamlar tutucuya yerlestirilir, her lamda iki sira ve her sirada dort bolge
olmak tiizere toplam sekiz bolge bulunmaktadir. Sekiz bolgenin her birine 45 pl
ornekten dikkatlice kenarlara degdirmeden yiiklenir. (Sekil 3.7. A ve B)

¢) Insan miRNA’problarmi igeren lam (1370 insan miRNA probunu icermektedir),
lastikli lamin iistiine konulur ve tutucu kapatilir. (Sekil 3.7. C ve D)

d) Bolgelerde bulunan orneklerin lam {izerinde hareket edebileceginden emin

olduktan sonra; tutucu 56 °C 20 rpm hizda 22-24 saat inkiibe edilir.

Sekil 3.7: A) 8 bolgeli lastikli lam. B) Lastikli lama 6rnek yiikleme
pozisyonu C) Insan miRNA prob lam yerlestirme pozisyonu D) Lam
tutucusun hazir hale getirme.

Bu sirada yikama i¢in kullanilacak olan yikama solusyonlarindan “Gene Expression
Wash Buffer 2” gece boyu inkiibasyona birakilmalidir. Bunun i¢in yikama kaplarindan
biri 6nce distile su ile, ardindan asetonitrille ve son olarak tekar distile su ile yikanir.
Temiz kaba az miktarda “Gene Expression Wash Buffer 2” koyularak calkalanir ve
dokiiliir. “Gene Expression Wash Buffer 2” ile kap tamamen doldurulup hava

almayacak sekilde parafilmle kaplanir. 37 °C’de bir gece boyunca bekletilir.

3.4.7. Yikama ve Cip Tarama

a) Hibridizasyondan firinindan alinan slaytlar prob laminin lastikli lamdan ayrimim
gerceklestirmek iizere “Gene Expression Wash Buffer 1”e konulur. Kitten ¢ikan

plastik cimbiz yardimiyla lam ve lastikli lam birbirinden ayrilir. Bu asamada lastikli



lamin yikama kabimin taban kismina gelmesine dikkat edilmelidir. Ardindan 1.
yikama asamasi ve 2. yikama agamasi gerceklestirilir (Sekil 3.8.) ( Tablo 3.5.).
b) Yikama asamalarindan hemen sonra miRNA prob lami lam tutucuya aktarilir ve

mikroarray tarama cihazinda taramasi gergeklesir (Sekil 3.9.A).

Tablo 3.5: Yikama agamalari.

icerik Yikama kabi Yikama buffer Sicakhik Zaman
Prob lam ve
lastikli lam 1 GE yikama 1 RT
ayrilmasi
1. yitkama 2 GE yikama 1 RT 5dk
2. yikama 3 GE yikama 2 37°C 5dk

Sekil 3.8: Yikama kabinda slayt
tutucu yardimiyla yapilan yikama.




xud

Sekil 3.9: A) Taramaya hazir lami1 lam tutucuda yerlestirme B) Lam tutucusunu mikroarray
tarayiciya yerlestirme.

¢) Cipin taranmasi asamasinda ¢ip tutucuda bulunan lam “Agilent SureScan
Microarray Scanner” tarama cihazina yerlestirip (Sekil 3.9., B)
“AgilentG3_miRNA” programi ile tarama islemi bagslatilir. Her lam igin

yaklasik 30 dk tarama yapilir.
3.5. SONUC DEGERLENDIRME VE ANALIZ

Tarama sonras1 sekil 3.10.’da gosterilen yiiksek ¢oziiniirlikli “.tiff” uzantili dosyalar
halinde sonuclar elde edilir. Bu “.tiff” dosyalar1 “Feature Extraction Software”e
yiiklenerek degerlendirmesi yazilim tarafindan yapilir. Her bir kuyucuk (6rnek) i¢in ayri
olmak tizere sonuglar elde edilir. Bu ilk degerlendirme sonuglarinda yapilan mikroarray
uygulamasinin ve Orneklerin kalite kontrolii analiz edilir. Hibridizasyonun,

isaretlemenin, 6rneklerin ve yitkama agamasinin kalitesi bu dosyadan kontrol edilebilir.

Sekil 3.10: Tarama sonrasi elde edilen “.tiff” uzantili slayt gorintiisi.



Biyoinformatik analizi:

QC (kalite kontrol) degerlendirmesi yapilan “text” dosyalar1 esas degerlendirme
programi olan “Agilent Gene Spring Version 12.6” biyoinformatik programinda
degerlendirmeleri yapilmistir. Doku oOrnekleri slaytlari kendi aralarinda, serum ornekleri
slaytlar1 kendi aralarinda degerlendirilmistir. Ortak bulunan miRNA’lar ise en son

degerlendirme olarak incelenmistir.

Calismada niiks (N), over kanseri (O) ve basit over kisti (K) olmak iizere toplam 3
deney grubundan doku 6rnegi alinmistir. Basit over kisti drnekleri, doku miRNA’larini
degerlendirmede kontrol olarak kullanilmistir ¢linkii bu kitleler kanserlesme o6zelligi
gostermeyen hiicre topluluklarindan alinmistir. Iki grubu karsilastirirken; once
istatistiksel analizlerinden “Multiple Testing Correction: Bonferroni FWER” (T test:
corrected p-value cut-off >0.05) testini gecen ve anlatimi anlamli degisen miRNA’lar
belirlenmistir. Ardindan anlatim kat sayisi1 (fold change>=2)(FC) 2 veya daha biiyiik
olanlara gore ileri elemeler yapilmistir. Ug grup degerlendirilirken ANOVA (“Analysis
of Variation”) diger ismiyle F testinin kullanilmasi istatistiksel agcidan daha dogru sonug
alinmasin1 saglar. Bu testten gecen miRNA’larin anlatim katsayis1 2’den biiyiik olanlar
degerlendirilmistir. Bir sonraki asamada o miRNA’larin hedefledikleri genler ve o

genlerin rol oynadigi yolaklar belirlenmistir.

Serum Ornekleri degerlendirilirken saglikli bireylerden alinan serumlardan elde edilen
RNA’lar kontrol grubu olarak kullanilmis diger tiim gruplar saglikliya gore analiz edilip
anlatim farkliligt gosteren miRNA’lar tespit edilmistir. Analiz sirasinda doku
orneklerinde oldugu gibi ikili gruplarda t-testi, ikiden fazla grup degerlendirmesinde F-
testi uygulanarak anlamli farklar tespit edilmistir. ileri asama olarak FC analizinden
gecen miRNA’larin hedefledikleri genler tespit edilip o genlerin gorev aldigi hedef

yolaklar belirlenmistir.



4. BULGULAR

4.1. ORNEKLERIN OZELLIKLERI

Proje kapsaminda uygun 6rneklerin belirlenmesi, kan ve doku alim islemleri Istanbul
Tip Fakiiltesi Jinekolojik Onkoloji Anabilim Dali’ndan ve Zeynep Kamil Kadin ve
Cocuk Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi’nden gergeklestirilmistir. Tez
kapsaminda toplanan ornekler; saglikli bireylerden, primer epitelyal over kanser teshisi
konulmus hastalardan, daha 6nce over kanser ge¢cmisi olup tekrar niiks etmis
hastalardan ve basit over kisti bulunan hastalardan toplanmistir. 2 deney (over kanseri
ve niiks) ve 2 kontrol (basit over kisti ve saglikli) olmak iizere toplam 4 aragtirma
grubuyla caligilmistir. Saglikli grup hari¢ diger arastirma gruplarindan hem periferal
kandan elde edilen serum hem de tiimor (ya da kist) dokular1 alinmistir. Saglikli gruptan
sadece serum alinmistir. Alinan periferal kanlar ve dokular ayni giin soguk zincir ile
I.U. Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Molekiiler Tan1 ve Analiz Birimi
laboratuvarina transfer edilmistir. Kanlar 10 ml kirmizi kapakl tiiplerde alinip 1300
g’de 10 dakika santrifiij edilerek serumu ayrilmistir. Tiimor ve kist dokularindan
yaklasik 500 mg doku 6rnegi, “RNA Later” stabilizasyon ve saklama soliisyonu igeren
steril santrifiij tiiplerinde alinarak izolasyon asamasina kadar -80°C’de saklanmustir. Bu
arastirmada toplanan serum ve timor veya kist dokularinin hepsinden total RNA
izolasyonu yapilmis ve elde edilen RNA Kkalitesi en yiiksek olan 8’er ornek ileriki

asamalarda kullanilmak tizere se¢ilmistir (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1: Calismada kullanilan deney gruplart.

SERUM DOKU
) Saklama
Calisma grubu Kosullar
Saglikli bireyler (Kontrol grubu 1) 15 -80°C - -
Basit over kisti hastalari (Kontrol 3 -80°C 11 -80°C
grubu 2)
Over kanseri hastalari 12 -80°C 12 -80°C
Niiks grubu 9 -80°C 13 -80°C




4.2. MOLEKULER ANALIZLER

4.2.1. Orneklerin Kalite Kontrolii

Serum ve doku 6rneklerinin ilk agamadaki kalite kontrolii (quality contol-QC) nanodrop
kullanilarak yapilmistir. Doku 6rneklerinin RNA kalitesi ayn1 zamanda biyoanalizorde
de kontrol edilmistir. Serum Orneklerinin biyoanalizérde kontrol edilmemesinin nedeni
cok az miktarda ve kiiclik RNA parcalari i¢ermesidir. Bu nedenle biyoanalizérde kesin

sonu¢ alinamamastir.

Serumdan izole edilen RNA’larin kalitesini ve konsantrasyonunu 6l¢mek i¢in “Thermo
2000c” nanodrop cihazi kullanilmistir. Her bir 6rnekten 1,5 pl alinarak dl¢tim yapilmis
ve sonuglar1 kaydedilmistir. Serumdan elde edilen serbest RNA konsantrasyonu ¢ok az

oldugu i¢in 1.5-12 ng/pul araligindaki konsantrasyon kullanilmstir.

Timor ve kist dokularindan elde edilen total RNA’lar ise dnce “Thermo 2000c”
nanodrop cihazinda ardindan “Agilent Bioanalyzer 2100”de kontrol edilmistir.
Nanodrop uygulamasinda “QIAGEN RNeasy Mini Kit”de bulunan “RNase free water”
kor ornek olarak kullanilmis ve 1,5 pl 6rnekten alinarak ol¢lim yapilmistir. Ardindan
“RNA 6000 Nano Kit” ile biyoanalizérde degerlendirmeleri yapilmis ve “RNA Integrity
Number” (RIN) a gore her grup icin kalitesi en yiiksek olan 8 O6rnek mikroarray
calismast icin secilmistir. Sekil 4.1.°de yikilmig, analiz edilemeyen ve kaliteli
orneklerden birer tane gosterilmistir. 40-45 arasindaki bant 18S ribosomal RNA’ya ve
45-50 arasindaki bant 28S ribosomal RNA’ya aittir. 18S ve 28S rRNA pikleri ne kadar
belirgin ve kaliteliyse elde edilen total RNAnin kalitesi o kadar yiiksek kabul edilir.

Tablo 4.2. ve tablo 4.3.’de tiim hastalarin gruplandirilmasi, nanodrop 6l¢iimiinden elde
edilen konsantrasyon (ng/pl), Ajzeonso orant ve doku ornekleri i¢in biyoanalizoriin
verdigi RIN degerleri gosterilmistir. Konsantrasyonlar i¢in 1.5-12 ng/ul araligt; Azeo/2s0
icin 1.5-2.4 araligi; RIN degeri i¢cin 4.0-8.0 aralifi mikroarray icin uygun olarak
bulunmustur. Bu 6zelliklere sahip 6rneklerden de degerleri en yiiksek olan 8’er tanesi

secilmistir.



Tablo 4.2: Over kanseri ve kist drneklerinin kalite kontrol sonuglar1 (*Analiz edilemeyen).

OVER KANSERI KisT
Serum Doku ‘ ‘ Serum Doku
Hasta No | ng/ul | 260/280 | ng/ul RIN | Hasta No | ng/ul | 260/280 | ng/ul RIN
1| 35 1.15 | 751.7| 3.5 1 5.1 1.75 | 326.1 7
2| 57 1.69 | 10453 | 6.5 2| 116 1.69| 6702 | 7.8
3| 6.4 133 | 5441 | 4.9 3| 144 1.55 20.9 6
4| 31.9 1.58 | 1050.1 | 6.3 4 8.4 141 | 1246 7
5 47 19| 704.7| 34 5 2.6 2.14 | 1179 4
6| 6.1 1.7 | 449.8| 2.9 6 6.5 1.52 39| 6.8
7| 36 1.96 281 | 2.7 7| 254 1.86 N/A*
8| 55 15| 3769 | 3.7 8 4 136 | 257.8| 6.7
9| 39 1.48 | 9848 | 6.7 9 3 1.75| 257.8| 6.7
10| 5.1 2.08 1.7 | N/A* 10 | Eide edilemedi 2.5 | N/A*
11| 1.8 1.88 5.6 11 | Elde edilemedi 35.3 | N/A*
12| 3.7 21| 10521 | 6.7 12 | Elde edilemedi N/A*

Tablo 4.3: Niiks ve saglikli 6rneklerinin kalite kontrol sonuglari.

NUKS SAGLIKLI
‘ Serum ‘ Doku Serum

:(a:ta ng/ul | 260/280 | ng/ul | RIN :2‘“3 ng/ul | 260/280
1 6.7 1.66 11| 24 1| 123 1.67
2 3.4 1.88 219 | 7.2 2| 1538 1.5
3 3.1 2.38 4.5 3 3.3 1.61
4| 127 1.76 | 556.6 | 2.40 4 2.8 1.53
5 7.1 1.49 | 134.8 | 5.30 5 5.8 1.7
6 3.7 2.01 | 566.5 | 8.40 6| 319 1.57
7 6.1 1.62 349 | 7.3 7| 126 1.49
8 64 2.03 81.7 8 4.4 1.63
9 4.5 1.47 9| 618 1.53
10 | Eide edilemedi 584.6 10 3.1 1.03
11 | Eide edilemedi 15.3 11 2.4 1.86
12 | Elde edilemedi 391.9 12 2.6 1.94
13 Elde edilemedi 194.4 13 4.2 1.49
14 1.9 1.67
15 3.3 1.69
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Sekil 4.1: Doku 6rneklerinin biyoanalizor ile degerlendirilmesi. Hasta 1: Yikilmis RNA 6rnegi
(RIN:2.30), Hasta 2: Kaliteli RNA 6rnegi (RIN:7); Hasta 3: Degerlendirilemeyen RNA 6rnegi
(RIN N/A).

4.2.2. MikroRNA Mikroarray Analizi ve Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Analize uygun bulunan tim RNA’lar “Agilent SureScan Scanner” ile
“AgilentG3_miRNA” programi kullanilarak taranmigtir. Kullanilan g¢ipler “Agilent
SurePrint G3 Human miRNA r21 8x60K” isimli olup iizerilerinde 2549 insan
miRNA’sim1 hedefleyen 60 nt’lik problar sabitlenmistir. Isaretleme ve hibridizasyon
reaksiyonlar1 i¢in “microRNA Spike-In kit” (Agilent p/n 5190-1934) igerisindeki uygun
soliisyonlar (sirastyla Isaretleme Spike-In soliisyonu ve Hyb Spike-In soliisyonu)
kullanilmistir. Tarama sonucunda elde edilen “.tiff” uzantili dosyalar “Agilent Feature
Extraction v12.0”da degerlendirilmis ve bir slaytta bulunan tiim kuyular icin kalitatif ve
kantitatif degerlendirmeler igeren “.pdf”’ dosyalarina doniistiiriilmiistiir. Sekil 4.2.°de
elde edilen PDF dosyasinin bir 6rnegi gosterilmistir. Hibridizasyonun, isaretlemenin,
orneklerin ve yikama asamasinin kalitesi bu dosyadan kontrol edilebilir. Bu ¢alismada
tiim slaytlarin analize uygun olarak hibridizasyon, isaretleme ve yikama asamasindan

gectigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.2: “Agilent Feature Extraction v12.0” programindan elde edilen QC raporu.
Hibridizasyonun, isaretlemenin, 6rneklerin ve yikama agsamalarinin QC analizi.

QC degerlendirmesi yapilan text dosyalar1 esas degerlendirme programi olan “Agilent
Gene Spring” biyoinformatik programinda (Versiyon 12.6) degerlendirmeleri yapilmistir.
Doku ornekleri slaytlar1 kendi aralarinda, serum oOrnekleri slaytlar1 kendi aralarinda
degerlendirilmistir. Ortak bulunan miRNA’lar ise en son degerlendirme olarak

incelenmistir.

4.2.2.1.  Dokudan Elde Edilen miRNA’larin Analizi

Calismada niiks (N), over kanseri (O) ve basit over kisti (K) olmak {izere toplam 3
deney grubundan doku 6rnegi alinmistir. Basit over kisti drnekleri, doku miRNA’larini
degerlendirmede kontrol olarak kullanilmistir ¢linkii bu kitleler kanserlesme o6zelligi
gostermeyen hiicre topluluklarindan alinmistir. Yapilan analizlere gore dokuda 178 tane
miRNA’nin {i¢ grupta da anlatim yaptig1 tespit edilmis ve bunlardan 58 tanesinin ayni

gruplara ait serum orneklerinde de anlatim yaptig1 gosterilmistir (Sekil 4.3.).



B Over-Niiks-Kist serum
ornekleri anlatim yapan
miRNA sayis1: 117 miRNA

W Over-Niiks-Kist doku
orneklerinde anlatim yapan
miRNA sayis1: 178 miRNA

Sekil 4.3: Over kanseri, niiks etmis ve basit over kisti doku ve
serum Orneklerinde anlatim1 yapilmis miRNA sayisi.

Tiim gruplar 6nce ikiserli ardindan {i¢ii bir arada degerlendirilmis ve ortak miRNA’lar
ve yolaklar belirlenmistir. ki grubu karsilastirirken; once istatistiksel analizlerinden
“Multiple Testing Correction: Bonferroni FWER” (T test: corrected p-value cut-off
>(0.05) testini gecen ve anlatimi anlamli degisen miRNA’lar belirlenmistir. Ardindan
anlatim kat sayis1 (fold change>=2) (FC) 2 veya daha biiylik olanlara gore ileri elemeler
yapilmistir. Ug grup degerlendirilirken ANOVA (“Analysis of Variation™) diger ismiyle
F testinin kullanilmasi istatistiksel a¢idan daha dogru sonu¢ alinmasimi saglar. Bu
testten gecen miRNA’larin anlatim katsayisi 2’den biiyiik olanlar degerlendirilmistir.
Bir sonraki asamada o miRNA’larin hedefledikleri genler ve o genlerin rol oynadig:
yolaklar belirlenmistir. Tablo 4.4.’de gruplandirilan 6rneklerde anlatimi degismis ortak
miRNA sayisi; Fold change>=2 olan ortak miRNA sayis1 ve ortak yolaklarin sayisi
gosterilmistir. Ortak olan miRNA sayisi; FC testinden gecen miRNA’lar arasindan
referans miRNA’larin ¢ikarilmasiyla elde edilmistir. Sekil 4.4.’de Fold change>=2 olan
miRNA’larin gruplandirilmasini ve sekil 4.5.”de ortak yolaklarin sayisini gosteren venn

semalar1 verilmistir.



Tablo 4.4: Deney gruplarinin beraber degerlendirilmesiyle elde edilen ortak olarak anlatimi
degisen miRNA sayist; Fold change>=2 olan ortak miRNA, hedefledikleri gen sayis1 ve

genlerin yer aldigi yolaklarin sayisi.

O-N 1 3 121 83
O-K 3 3 155 123
N-K 10 11 738 307
O-K-N 1 1 48 35

[ Niiks-Kist grubunda FC>=2
olan miRNA sayis1 : 11

LI Niiks-Over-Kist grubunda
FC>=2 olan miRNA sayis1:1

1 Niks-Over grubunda FC>=2

Ki =
0 Over-Kist grubunda FC>=2 olan miRNA sayist: 3

olan miRNA sayist: 3

Sekil 4.4: Fold change>=2 olan anlatimi degigsmis miRNA’larin gruplandirilmasi.




Niks-Kist grubunda Niiks-Over-Kist

ortak miRNA"larin grubunda ortak
hedefledigi yolak miRNA'larin
sayist: 307 hedefledigi yolak
(p-value cut off: 0.03) sayist: 35

0 ’ (p-value cut off: 0.05)

h ﬂ Niiks-Over grubunda
Over-Kist grubunda ortak miRNA'larin
ortak miRNA'larin hedefledigi yolak

hedefledigi yolak sayisi: 83
E;ymi: 123t 005 (p-value cut off:0.05)
-value cut off:0.

Sekil 4.5: Gruplar arasinda ortak yolaklarin sayisini gosteren venn semalari.

Niiks grubu ile basit over kisti grubunun karsilagtirllmasi sonucunda dokuda 158;
serumda 105 tane anlatim yapan miRNA tespit edilmis ve 46 tanesinin her iki grupta da
anlatim yaptigr bulunmustur. T-testten gecen 16 tane anlatimi anlamli degismis
miRNA’dan (Tablo 4.5.) 11 tanesinin FC degerinin 2’nin istiinde oldugu tespit
edilmistir. 11 miRNA’nin bir tanesi referans miRNA oldugu i¢in degerlendirmeden
cikarilmistir. Sonug¢ olarak 8 tane anlatimi azalmis (down-regiile olmus) ve 2 tane
anlatim1 artmis (up-regiile olmus) miRNA oldugu tespit edilmistir. Bu miRNA’larin
toplam olarak hedefledigi gen sayisi 738 olup genlerin hedefledigi yolak sayist 307
olarak bulunmustur. Gastrik kanser, pankreatik kanser, prostat kanseri, meme kanseri
yolaklar1 ve apoptoz, apoptoz kontrolii mekanizmalar1 hedeflenen yolaklardan

bazilaridir.



Tablo 4.5: Niiks-Kist gruplarinin (t-test corrected p-value cut-off >0.05) degerlendirmesi
sonucu anlatimi anlamli olarak degismis miRNA’lar, p-degerleri, regiilasyonu, FC degeri,
kromozom ve aktif dizisi. (~ ile isaretli olanlar FC>=2 olan miRNA’lar).

_MIRNA'RIN - egeri  ResUlasy o Log FC AKtif dizisi \romozo
sistematik ismi onu m
dmr_6 0.0325841 azalmis 527245 | 1.18425 REFERANS
. ; ; AACCACACAACCTACTA
hsa-let-7b-5p 0.0167271 azalmis 326113 | 1.70537 cc chr22
N - AACCATACAACCTACTA
hsa-let-7c-5p 0.0314587 azalmig -4.0441 5 01582 cc chr21
hsa-miR-125b- 1 1794052 | azalmi - - TCACAAGTTAGGGTCTC |  chril
5p~ : * | 505902 | 2.33886
. 1.38097
hsa-miR-1268a | 0.0248887 artmis 7 0.46569 CCCCCACCACCAC chrl5
hsa-miR-145- - AGGGATTCCTGGGAAA
5p~ 0.0236143 azalmis -10.017 332438 AC chr5
hsa-miR-320a~ | 0.0493588 | azalmis | ... | -1.1282 |  TCGCCCTCTCAAC chrg
hsa-miR-320b 0.038191 azalmis 260063 | 1.37886 TTGCCCTCTCAACCC
hsa-miR-320d 004268 | azalmis | oo | o | TCCTCTCAACCCAGC
hsa-miR-320e™ | 0033962 | azalmis | ..o | . | CCTTCTCAACCCAGC
hsa-miR-3960 | 0.001373 | artmis 1'492204 0'5;728 CCCCCGCCTCCG
hsa-miR-4270 | 0.0493746 | artmis | 1.60935 0‘62647 GCCCTCCCCTGAC
hsa-miR-6087~ | 0.035676 | artmis 2'133222 1'0%235 GCTCGCCCCCee
hsa-miR-6090 | 0.0064338 | artmis 1'4i349 0'5295 6 GCCCCGCCCCT
hsa-miR-6125 | 0.0141092 | artmis 1'7215 2 0'725 28 TCCGCCGCTCCG
hsa'm';:mgl' 0.0146538 | artmis 1'5%013 0‘5?09 TCCGCCTGCCCAG
hsa-miR-937- . .
> ?LN 0.0040447 | artmis | 42871 1 3(;95 9 CCAGCCCCACCC

Over kanseri grubu ile basit over Kisti grubu doku orneklerinde toplam 162 miRNA
ve serum Orneklerinde 79 miRNA’nin anlatim yaptigi, bunlarin 47’sinin ortak oldugu
tespit edilmistir. Iki grubun karsilastirilmas1 sonucunda t-testten gegen 3 tane anlatimi
anlamli degismis miRNA bulunmus (Tablo 4.6.) ve bunlardan 3’niin de FC degerinin
2’nin Ustiinde oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak 3 miRNA’ nin da anlatiminin arttig1
(up-regiile) tespit edilmistir. hsa-miR-200c-3p, hsa-miR-4665-3p, hsa-miR-6737-3p

anlatim farki olan miRNA’larin “heat-map” goriintiisii ile hangi 6rnekte hangi oranda



degistikleri gosterilmistir (Sekil 4.6.). Bu miRNA’larin toplam olarak hedefledigi gen
sayist 155 olup genlerin hedefledigi yolak sayisi 123 olarak bulunmustur. Gastrik
kanser, prostat kanseri, meme kanseri yolaklar1 ve apoptoz, apoptoz kontrolii, yaslanma,

otofaji mekanizmalar1 hedeflenen yolaklardan bazilaridir.

Tablo 4.6: Over-Kist gruplariin (t-test corrected p-value cut-off >0.05) degerlendirmesi
sonucu anlatimi anlamli olarak degigsmis miRNA’lar, p-degerleri, regiilasyonu, FC degeri,
kromozom ve aktif dizisi. (~ile igaretli olanlar FC>=2 olan miRNA’lar).

miRNA'nin Regiilasyon Kromozo
sistematik ismi p-degeri Aktif Dizisi

hsa-miR-200c- 0.000096 234.491 | 7.87339 | TCCATCATTACCCG

3p~™ 5 artmis 5 2 (G chrl2
hsa-miR-4665- 0.000001 29.0310 | 4.85952

3p~ 1 artmig 3 4 | GGCGGGGGCTAC
hsa-miR-6737- 0.000060 14.4347 | 3.85147 | CTGGGTAGGGGTG

3p~™ 2 artmis 7 6| A
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Sekil 4.6: hsa-miR-200c-3p, hsa-miR-4665-3p, hsa-miR-6737-3p anlatim farki olan
miRNA’larin “heat-map” goriintiisi.

Niiks grubu ile over kanseri grubunun karsilagtirilmasi sonucunda dokuda 169;

serumda 114 tane anlatim yapan miRNA tespit edilmis ve 55 tanesinin her iki grupta da




anlatim yaptigr bulunmustur. T-testten gecen 3 tane anlatimi anlamli degismis
miRNA’dan (Tablo 4.7.) 2 tanesinin FC degeri 2’nin iistiinde oldugu tespit edilmistir
fakat referans miRNA’lar1 olduklar1 i¢in degerlendirmeye alinmamistir. Geriye kalan bir
miRNA’nin artis katsayis1 1.9 olarak bulunustur ve anlatimi1 azalmistir. Bu miRNA’nin
toplam olarak hedefledigi gen sayisi 121 olup genlerin hedefledigi yolak sayist 83
olarak bulunmustur. Pankreatik kanser, prostat kanseri, meme kanseri yolaklari

hedeflenen yolaklardan bazilaridir.

Tablo 4.7: Niiks-over gruplarinin (t-test corrected p-value cut-off >0.05) degerlendirmesi
sonucu anlatimi anlamli olarak degismis miRNA’lar, p-degerleri, regiilasyonu, FC degeri, aktif

dizisi.
dmr_3 0.016729 Artmis 3.072326 | 1.619331 | REFERANS
dmr_6 0.011074 Artmis 5.687037 | 2.507677 | REFERANS
hsa-miR-3656 0.016729 Azalmis -1.85848 -0.89412 | CCACCCCCGCAC

Niiks grubu, over kanseri ve basit over Kisti gruplarinin karsilastirilmas: sonucunda
dokuda 178; serumda 117 tane anlatim yapan miRNA tespit edilmis ve 58 tanesinin her
iki grupta da anlatim yaptigi bulunmustur. Bu gruba uygulanan ANOVA testinden
gecen 1 tane (hsa-miR-4665-3p) anlatim1 anlamli degismis miRNA’nin (Tablo 4.8.) FC
degerinin 2’nin istiinde oldugu tespit edilmis ve anlatiminin azaldig1 bulunmustur. hsa-
miR-4665-3p’tin up regiile oldugu “box-whisker” denilen analiz goriintiileme
yontemiyle gosterilmistir (Sekil 4.7.). Bu miRNA’nin hedefledigi gen sayis1 48 olup
genlerin hedefledigi yolak sayist1 35 olarak bulunmustur. Apoptoz, sinyallesme,
ovariyan infertilite, DNA hasari, hiicre siklusu kontrolii gibi yolaklarda etkili olan
genleri etkiledigi goriilmiistiir.
Tablo 4.8: Niiks-Over-Kist gruplarinin (ANOVA testi corrected p-value cut-off >0.05)

degerlendirmesi sonucu anlatimi anlamli olarak degismis miRNA, p-degeri, regiilasyonu, FC
degeri, aktif dizisi.

miRNA'nIn p degeri
sitematik ismi (corr)
hsa-miR-4665-3p | 0.003239 Artmis 2.370603 | 1.245254 | GGCGGGGGCTAC

Regiilasyonu FC aktif dizisi
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Sekil 4.7: hsa-miR-4665-3p’iin up regiile
oldugu gosterilen “box-whisker” goriintiisii.

4.2.2.2.  Serumdan Elde Edilen miRNA’larin Analizi

Over kanseri (O), basit over kisti (K), niiks (N) ve saglikli (S) olmak iizere toplam 4
gruptan serum Ornekleri toplanmistir. Doku 6rneklerinde yapilan analizler bu 6rneklere
de uygulanmistir. “Agilent SureScan Scanner” ile “AgilentG3_miRNA” programi
kullanilarak yapilmistir. Kullanilan ¢ipler “Agilent SurePrint G3 Human miRNA r21
8x60K™ isimli olup tzerilerinde 2549 insan miRNA’sin1 hedefleyen 60 nt’lik problar
sabitlenmistir. Isaretleme ve hibridizasyon reaksiyonlar1 igin “microRNA Spike-In kit”
(Agilent p/n 5190-1934) igerisindeki uygun soliisyonlar (sirasiyla Isaretleme Spike-In
soliisyonu ve Hyb Spike-In soliisyonu) kullanilmistir. Tarama sonucunda elde edilen
“tiff” uzantihi dosyalar “Agilent Feature Extraction v12.0”da degerlendirilmis ve bir
slaytta bulunan tiim kuyular i¢in kalitatif ve kantitatif degerlendirmeler igceren “.pdf”
dosyalarina doniistiiriilmiistiir. Hibridizasyonun, isaretlemenin, orneklerin ve yikama
asamasinin kalitesi bu dosyadan kontrol edilebilir. Bu ¢alismada tiim slaytlarin analize

uygun olarak hibridizasyon, isaretleme ve yikama asamasindan gectigi tespit edilmistir.

Doku 6rneklerinde oldugu gibi gruplar birbiriyle karsilastirilirken, ikili gruplarda 6nce
t-test uygulanmis ardindan elde edilen miRNA’larin FC oranlarina gore ileri elemeler
yapilmistir. Istatiksel degerlendirmelerde FC 2’den ne kadar fazla olursa miRNA’ nim
anlatimindaki degisim o kadar anlamlidir denilebilir. T-testten gecen fakat FC orani

2’den diisiik olan miRNA’larin analizi de kanserle iliskisine gore yapilir. Anlatim oran



degisen miRNAlar tespit edildikten sonra hedefledikleri genler ve genlerin rol oynadigi
yolaklar belirlenir. Ug ve daha fazla grup degerlendirilirken ANOVA (Analysis of
Variation) diger ismiyle F testinin kullanilmasi istatistiksel agidan daha dogru sonug
alinmasini saglar. Bu testten gecen miRNA’larin anlatim katsayis1 2’den biiyiik olanlar
degerlendirilmistir. Bir sonraki asamada o miRNA’larin hedefledikleri genler ve o
genlerin rol oynadigi yolaklar belirlenmistir. Serum 6rneklerinde karsilagtirma yapilan
gruplar ¢ok cesitli olup her karsilastirmada farkli miRNA’lar elde edilmistir. Tablo
4.9.’da karsilastirilan gruplar, gruplardan elde edilen anlatimi degismis miRNA sayisi,
o miRNA’larin hedefledikleri gen sayisi ve genlerin rol oynadigi yolak sayisi
gosterilmistir.

Tablo 4.9: Serum 6rnekleri gruplar arasinda anlatimi degisen miRNA sayis1, bu miRNA’lardan
FC>=2 olanlarin sayisi, hedefledikleri gen sayisi, genlerin yer aldig1 yolak sayisi.

A Sd ge d aldlg DId

0-S 31 31 54 41

0-K 15 15 301 174
O-N 2 2 426 236
K-N 11 11 314 178
K-S 17 17
N-S 2 2

O-N-S 21 6 (p<0.005) 492 232
0-N-K 6 6 238 150
0-N-K-S 2 2 121 83

Over Kkanseri-saghkhi serum Ornekleri karsilastirildiginda t-test sonucunda 32
miRNA’nin anlamli olarak anlatiminin degistigi bulunmustur. Birtanesi referans
miRNA oldugu icin degerlendirmeden c¢ikarilmistir. Sonug¢ olarak tiim miRNA’larin
anlattmmin diismiis (down-regiile olmus) oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.10). Bu
miRNA’larin hedefledigi gen sayis1 54 olup genlerin hedefledigi yolak sayis1 41 olarak
bulunmustur. Bu yolaklarin arasinda hiicre dongiisii, DNA replikasyonu, sinyallegsme
gibi kanser olusumunda 6nemli olan yolaklar bulunmaktadir. Sekil 4.8.’de anlatimi
degisen miRNA’larin over kanseri ile saglikli grubunun 6rneklerinde degisim oranini

gosteren hiyerarsik sema goriintlisti verilmistir.




Tablo 4.10: Over kanseri ile saglikli 6rnekler arasinda anlatim farki bulunan miRNA’lar, p
degerleri, regiilasyonu, FC degeri ve aktif dizisi.

[MiRNA'nin — pdegeri  Regiilasy FC Log FC aktif dizisi

sitematik ismi (corr) onu

hsa-let-7d-3p 0'00275163 Azalmis | -4.20571 | -2.07235 AGAAAGGCTAGCAGGTCG
hsa-miR-1296-5p | 6.10E-05 | Azalmis | -7.47779 | -2.90261 | GGAGATGGAGCCAGG
hsa-miR-1306-3p | 5.66E-07 | Azalmis | -12.0578 | -3.59189 | CACCACCAGAGCCA
hsa-miR-1909-5p | 2.84E-09 | Azalmis | -29.5675 | -4.88594 |  CAGGGCAGGCACC
hsa-miR-195-3p | 6.82E-05 | Azalmis | -9.29822 | -3.21695 | GGAGCAGCACAGCCA
hsa-miR-3184-3p | 3.69E-06 | Azalmis | -9.28241 | -3.2145 | TGAGGGGCAGAGAGC

hsa-miR-3646 | 3.56E-09 | Azalmis | -15.8342 | -3.98497 | TGGGCTGGGCTCA

hsa-miR-3935 | 1.11E-07 | Azalmis | -19.3849 | -4.27686 | GTGGCTGGTGCTCG
hsa-miR-449c-3p | 4.39E-05 | Azalmis | -10.5968 | -3.40556 | ACAGAGAGGAGTGCAAC
hsa-miR-4695-3p | 4.30E-05 | Azalmis | -7.0671 |-2.82112 | GAAGGAGGCAGCGG
hsa-miR-47283p | 7.51E-04 | Azalmis | -13.8337 | 3.79012 | CTGGGGCAGGAGG
hsa-miR-4763-5p | 3.10E-05 | Azalmis | -6.9577 | -2.79861 | AGCAGGAGGGCTGG
hsa-miR-548am- [, oo 7 | agalmis | -14.3953 | -3.84752 | COCAAAAACCGCAATTAC

5p TTTT
hsa-miR-615-3p | 1.08E-04 | Azalmis | -6.63555 | -2.73022 | AAGAGGGAGACCCAGGC
hsa'm'gfsna' 3.25€-08 | Azalmis | -17.2683 | -4.11005 | GCAGGCAGAAGGGA
hsa-miR-6730-3p | 9.03E-05 | Azalmis | -7.7583 | -2.95574 | TGAGGGCAGATGGGG
hsa-miR-6743-3p 0'003;5403 Azalmis | -15.3765 | -3.94265 | TGTGGGCAGGGAGA
hsa-miR-6756-3p | 6.04E-04 | Azalmis | -16.7388 | -4.06512 | CTGGGCAGGGAGG
hsa-miR-6759-3p | 1.58E-05 | Azalmis | -8.90984 | -3.1554 | CTGAGGGGAGAGGC
hsa-miR-6761-3p | 7.93E-06 | Azalmis | -10.9532 | -3.45328 | GGAGTGAGAGAGCAGC
hsa-miR-6775-3p | 1.93E-05 | Azalmis | -25.393 | -4.66636 | CTGGGGCAGAGGAC
hsa-miR-6776-3p | 9.53E-06 | Azalmis | -10.3776 | -3.3754 | CTGGGGAGAGACAGT
hsa-miR-6784-3p | 2.33E-06 | Azalmis | -13.7505 | -3.78141 | CTGGGGCAGAGTTGG
hsa-miR-6794-3p | 1.32E-09 | Azalmis | -16.1436 | -4.01289 | AGGGAGGGACTGAGA
hsa-miR-6804-3p | 7.80E-06 | Azalmis | -12.7672 | -3.67437 | CTGTGGGTGAGAGGC
hsa-miR-6824-3p | 2.59E-07 | Azalmis | -11.927 | -3.57616 | CTGGGGTGGCAAGA
hsa-miR-6847-3p | 9.39E-05 | Azalmis | -8.1791 | -3.03194 | GAAGAGGACAGACACA
hsa-miR-6894-3p | 5.72E-05 | Azalmis | -7.89476 | -2.9809 | CTGGAGGAAGAGGGC
hsa-miR-7111-3p 0'0035955 Azalmis -14.0954 | -3.81715 CTGGGAGGAGGGA
hsa-miR-885-5p | 5.21E-07 | Azalmis | -16.7159 | -4.06315 | AGAGGCAGGGTAGTGTA
hsa-miR-937-3p | 3.21E-05 | Azalmis | -6.65252 | -2.7339 | GGCAGAGAGTCAGAGC
hur_2 0.0118011 Azalmis -5.89446 | -2.55936 REFERANS
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Sekil 4.8: Anlatim1 degisen miRNA’larin over kanseri ile saglikli serum grubunun érneklerinde
degisim oranini gosteren hiyerarsik sema goriintiisii.

Over kanseri-kist serum ornekleri karsilastirildiginda t-test sonucunda 16 miRNA’nin
anlamli olarak anlatimimin degistigi bulunmustur. MiRNA’lardan biri referans miRNA
oldugu i¢in degerlendirmeden ¢ikarilmistir. Sonug¢ olarak 1 miRNA’nin anlatimi
azalirken geriye kalan miRNA’larin anlatiminin arttig1 tespit edilmistir (Tablo 4.11). Bu
miRNA’nin hedefledigi gen sayis1 301 olup genlerin hedefledigi yolak sayis1 174 olarak
bulunmustur. Bu yolaklarin arasinda hiicre dongiisii, DNA replikasyonu, sinyallegsme
gibi kanser olusumunda 6nemli olan yolaklar ve meme kanseri, prostat kanseri gibi

kanserlerle iligkili yolaklar da bulunmaktadir.



Tablo 4.11: Over kanseri ile basit over kisti 6rnekleri arasinda anlatim fark: bulunan
miRNA’lar, p degerleri, regiilasyonu, FC degeri ve aktif dizisi.

miRNA'nin p degeri
sitematik ismi (corr)
hsa-miR-1227-5p | 0.008193065 Artmis 40.85899 | 5.352582 CCACCGCCTGGC
hsa-miR-1234-3p | 0.011811372 Azalmis -14.2088 | -3.82871 GTGGGGTGGGT
hsa-miR-3656 0.02695937 Artmis 6.59468 | 2.721303 CCACCCCCGCAC

Regiilasyonu FC Log FC aktif dizisi

hsa-miR-3665 8.29E-04 Artmis 4.0575 | 2.020591 CGCCGCCCCa
hsa-miR-371b-5p 9.02E-04 Artmig 82.12779 | 6.359798 | AAAGTGCCGCCATCT
hsa-miR-3940-5p 4.45E-07 Artmis 77.13776 | 6.269365 CAGAGCCCGCCC

hsa-miR-4466 0.018990463 Artmig 7.351152 | 2.877971 CCCCGCCGGCLC
hsa-miR-4763-3p | 0.01287978 Artmig 53.7241 | 5.747498 CCCGCCCAGCAC
hsa-miR-4787-5p | 0.016299551 Artmig 22.25769 | 4.476232 | GGGATGCCGCCG
hsa-miR-5001-5p | 0.030262966 Artmig 35.93712 | 5.167403 | AGCTCCGCCGCTG

hsa-miR-6088 0.030267222 Artmis 16.65675 | 4.058035 CGCccceeeac

hsa-miR-6125 1.53E-04 Artmig 4.688584 | 2.229152 TCCGCCGCTCCG
hsa-miR-6791-5p 5.30E-05 Artmis 94.61427 | 6.563986 | TCCGCCTGCCCAG
hsa-miR-6800-5p 6.03E-04 Artmig 4.063304 | 2.022653 | CCGCCCCTGACTG
hsa-miR-7108-5p 3.20E-04 Artmis 49.24804 | 5.621995 CCACCCGCCTGC

hur_2 0.002327854 Azalmis -9.3375 | -3.22304 REFERANS
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Sekil 4.9: Anlatim1 degisen miRNA’larin over kanseri ile kist
grubunun orneklerinde degisim oranini gosteren hiyerarsik sema
goruntisu.

Over kanseri-niiks serum ornekleri karsilagtirildiginda t-test sonucunda 5 miRNA’nin
anlamli olarak anlatiminin degistigi bulunmustur. MiRNA’lardan 3 tanesi referans
miRNA oldugu i¢in degerlendirmeden c¢ikarilmistir. Sonu¢ olarak 2 miRNA’nin
anlatiminin arttig1 tespit edilmistir (Tablo 4.12). Bu miRNA’larin hedefledigi gen sayisi
426 olup genlerin hedefledigi yolak sayisi 236 olarak bulunmustur. Bu yolaklarin
arasinda hiicre dongiisii, DNA replikasyonu, sinyallesme, apoptoz gibi kanser
olusumunda 6nemli olan yolaklar ve meme kanseri, prostat kanseri gibi kanserlerle

iligkili yolaklar da bulunmaktadir.



Tablo 4.12: Over kanseri ile niiks serum drnekleri arasinda anlatim farki bulunan miRNA’lar, p
degerleri, regiilasyonu, FC degeri ve aktif dizisi.

miRNA rjln s.ltematlk SO Regiilas aktif dizisi
ismi yonu
dmr_285 0.00232 | Azalmis -9.64435 -3.26968 REFERANS
dmr_31a 0.00019 | Azalmis -18.1994 -4.18582 REFERANS
hsa-miR-4701-5p 0.00852 Artmig 7.044024 2.8164 AAGG_?S;;?_‘GGTG
hsa-miR-6775-3p 0.00094 Artmig 10.98402 3.457334 CTGGGiEAGAGG
miRNABrightCorner30 | 0.00487 Artmig 244.424 7.933242 REFERANS

Kist-niiks serum ornekleri karsilagtirildiginda t-test sonucunda 11 miRNA’nin anlaml
olarak anlatiminin degistigi bulunmustur. MiRNA’lardan 2 tanesi referans miRNA
oldugu i¢in degerlendirmeden c¢ikarilmistir. Anlatimi degisen tiim miRNA’larin FC
degerinin 2’nin istiinde oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak 10 miRNA’nin anlatiminin
arttigi bir miRNA’nin ise anlatimmin azaldigi tespit edilmistir (Tablo 4.13). Bu
miRNA’larin hedefledigi gen sayisi 314 olup genlerin hedefledigi yolak sayisi 178
olarak bulunmustur. Bu yolaklarin arasinda hiicre dongiisii, DNA replikasyonu,
sinyallesme, apoptoz gibi kanser olusumunda 6nemli olan yolaklar ve meme kanseri,

prostat kanseri gibi kanserlerle iligkili yolaklar da bulunmaktadir.

Tablo 4.13: Basit over kisti ile niiks serum Ornekleri arasinda anlatim farki bulunan miRNA’lar,
p degerleri, regiilasyonu, FC degeri ve aktif dizisi.

miRNA'nIn

Regiilasyo

sitematik ismi p degeri u aktif dizisi
dmr_31a 0.018216 Azalmis -6.25308 | -2.64457 REFERANS
hsa-miR-1207-5p 0.0196457 Artmis 18.13769 | 4.180919 CCCCTCCCAGCCT
hsa-miR-1273g-3p 0.013275 Azalmis -4.36282 | -2.12526 | CTCAGGCTGGAGTGC
hsa-miR-4281 0.0435449 Artmig 2.541699 | 1.345793 CCCCCcCcTCCceca
hsa-miR-4507 0.042519 Artmis 11.86221 | 3.568301 CCCAGCCCAGCC
hsa-miR-4787-5p 0.0168184 Artmig 10.42983 | 3.382643 GGGATGCCGCCG
hsa-miR-5001-5p 0.0136276 Artmig 18.38823 | 4.200711 AGCTCCGCCGCTG
hsa-miR-6088 0.0435011 Artmis 6.845624 | 2.775182 CGCCCCCCCGC
hsa-miR-6089 0.0317957 Artmig 2.966806 | 1.568911 CCGCCCCaCcee
hsa-miR-6090 0.0044856 Artmis 3.663523 | 1.873232 GCCCCaGCeececT
hsa-miR-6125 0.0463378 Artmig 2.048466 | 1.034544 TCCGCCGCTCCG
hsa-miR-7107-5p 0.011251 Artmis 14.55014 | 3.862961 CCCTTCCTCCTCCC
hur_2 0.0073629 Azalmis -3.50076 | -1.80767 REFERANS




Kist ve saghkh serum Ornekleri karsilastirildiginda t-test sonucunda 17 miRNA’nin
anlamli olarak anlatiminin degistigi bulunmustur. Anlatimi degisen tim miRNA’larin
FC degerinin 2’nin istiinde oldugu goriilmiistiir. Sonu¢ olarak 17 miRNA’nin da

anlatiminin azaldigi tespit edilmistir (Tablo 4.14).

Tablo 4.14: Basit over kisti ile saglikli serum 6rnekleri arasinda anlatim farki bulunan
miRNA’lar, p degerleri, regililasyonu, FC degeri ve aktif dizisi.

miRNA'nin p degeri Regiila aktif dizisi

sistematik ismi  (corr)
hsa-miR-328-5p 0.00811225 | Azalmis | -69.7327 -6.12376 | CCCTGAGCCCCTC

hsa-miR-3656 0.01682538 | Azalmis | -4.45016 | -2.15386 | CCACCCCCGCAC
hsa-miR-3665 0.04205622 | Azalmis -2.6323 | -1.39632 | CGCCGCCCCG
hsa-miR-371b- Azalmis
5p 0.028327262 -73.3036 | -6.19581 | AAAGTGCCGCCATCT
hsa-miR-3940- FeAite
5p 0.002154241 -54.4941 | -5.76803 | CAGAGCCCGCCC
hsa-miR-4433a- Azalmis
3p 5.31E-04 -42.7638 | -5.41832 | ATGTCCCACCCCCA
hsa-miR-4485-

Azalmis
5p 9.11E-07 -31.2701 | -4.96671 | TCACTGGGCAGGCG
hsa-miR-4707- Azalmis
5p 0.009225269 -22.4053 | -4.48577 | CCAGAACCCGCCC
hsa-miR-548am- Azalmis GGCAAAAACCGCAATTA
5p 0.019858273 -17.9719 | -4.16767 | CTTTT

hsa-miR-6125 0.017486379 | Azalmig | -2.70151 | -1.43377 | TCCGCCGCTCCG

hsa-miR-6775-

5p 0.047819756 | "™ | 163704 |  -4.0294 | ccaGeCTCCCTCC
hsa-miR-6800-

Azalmis
5p 0.0192896 12.84907 | -1.51049 | CCGCCCCTGACTG
hsa-miR-6821- Azalmi
5p 0.036967877 *| 377561 | -1.91671 | CCCCGCCTCGAG
hsa-miR-6891-

Azalmis
5p 0.04224441 -36.9163 | -5.20619 | CCCCTCATCCCCC
hsa-miR-7108- Azalmi
5p 0.022520898 ®| 555543 | -5.79583 | CCACCCGCCTGC
hsa-miR-762 0.001841374 | Azalmis | -26.2765 | -4.7157 | GCTCGGCCCCGG
hsa-miR-7845-
5p 0.001121922 | Azalmis | -13.7174 | -3.77794 | CCACGACCCTCCC

Niiks ve saghkh serum ornekleri karsilastirildiginda t-test sonucunda 2 miRNA’nin
anlaml olarak anlatimmin degistigi bulunmustur. Anlatimi degigsen tiim miRNA’larin
FC degerinin 2’nin istiinde oldugu goriilmiistiir. Sonug¢ olarak 2 miRNA’nin da
anlatiminin azaldigi tespit edilmistir (Tablo 4.15).




Tablo 4.15: Niiks ile saglikli serum 6rnekleri arasinda anlatim farki bulunan miRNA’lar, p
degerleri, regiilasyonu, FC degeri ve aktif dizisi.

sistematik ismi (corr)
hsa-miR-1273g-3p | 0.03302524 Azalmis -2.65121 | -1.40665 | CTCAGGCTGGAGTGC

miRNA'nin p degeri

Regiilasyonu FC Log FC aktif dizisi

hsa-miR-4485-5p | 0.00160227 Azalmis -42.0672 | -5.39462 | TCACTGGGCAGGCG

Over-niiks-saghkh serum Ornekleri karsilagtirlldiginda ANOVA sonucunda 22
miRNA’nin anlamli olarak anlatiminin degistigi bulunmustur. MiRNA’lardan 1 tanesi
referans miRNA oldugu icin degerlendirmeden ¢ikarilmigtir. Anlatimi degisen tiim
miRNA’larin FC degerinin 2’nin stiinde oldugu goriilmistiir. Sonug¢ olarak 22
miRNA’nin da anlatiminin azaldig tespit edilmistir (Tablo 4.16). Bu miRNA’larin 180
geni hedefledigi ve bu genlerin gorev aldiklar1 yolak sayis1 100 olarak tespit edilmistir.

Bu grupta bir ileri eleme daha yapilip bu 22 miRNA’nin i¢ginden p degeri 0.005’in
altinda olan miRNA’lar degerlendirilmis ve 6 miRNA bulunmustur (tablo 4.16). Bu
miRNA’larin hedefledigi gen sayisi 492 olup genlerin hedefledigi yolak sayis1 232
olarak bulunmustur. Bu yolaklarin arasinda hiicre dongiisii, DNA replikasyonu,
sinyallesme, apoptoz gibi kanser olusumunda 6nemli olan yolaklar ve meme kanseri,
prostat kanseri gibi kanserlerle iligkili yolaklar da bulunmaktadir. 6 miRNA’nin anlatim

oranlarinin gosterildigi “box-whisker” goriintiisii Sekil 4.10°da verilmistir.

Tablo 4.16: Over kanseri-Niiks ile saglikli serum 6rnekleri arasinda anlatim farki bulunan
miRNA’lar, p degerleri, regiilasyonu, FC degeri ve aktif dizisi (~ p<0.005 ve FC>=2 olan

miRNA’lar).
dmr_31a 0.0152 Azalmis 5.2774 | 2.3998
hsa-miR-1306-3p | 0.0128 | Azalmis § i CACCACCAGAGCCA

16.2962 | 4.0265

hsa-miR-1909-5p 0.0021 Azalmis 47.7414 | 5.5772 CAGGGCAGGCACC

hsa-miR-195-3p 0.0266 Azalmis 13.0282 | 3.7036 GGAGCAGCACAGCCA

hsa-miR-3646 0.0023 Azalmis 531911 | 4.5355 TGGGCTGGGCTCA

hsa-miR-3935 0.0083 Azalmis 28.0398 | 4.8094 GTGGCTGGTGCTCG

hsa-miR-4728-3p 0.0076 Azalmis 20.6800 | 4.3702 CTGGGGCAGGAGG




Tablo 4.17 (devam): Over kanseri-Niiks ile saglikli serum 6rnekleri arasinda anlatim fark:
bulunan miRNA’lar, p degerleri, regiilasyonu, FC degeri ve aktif dizisi (~ p<0.005 ve FC>=2

olan miRNA’lar).

hsa-miR-548am- | Azalmis - - GGCAAAAACCGCAATTACTT
5p~ 21.1004 | 4.3992 T

hsa-miR-6511a-3p | 0.0099 | Azalmis 25-3'97 6l a 6'6 - GCAGGCAGAAGGGA
hsa-miR-6732-3p | 0.0247 | Azalmis | 6.47 a6 | 4 0;‘22 CTGGGAGGGAGAGG
hsa-miR-6743-3p | 0.0341 | Azalmis | 9'775 4.5'22 1 TGTGGGCAGGGAGA
hsa-miR-6756-3p | 0.0081 | Azalmis | 4.4 476 | . 6'1 16 CTGGGCAGGGAGG
hsa-miR-6759-3p | 0.0274 | Azalmis | 1-46 61 3.5'193 CTGAGGGGAGAGGC
hsa-miR-6761-3p | 0.0437 | Azalmis | 2'9 A 8;7 6 GGAGTGAGAGAGCAGC
hsa-miR-6775-3p~ | 0.0002 | Azalmis 39'497 1 5.3637 CTGGGGCAGAGGAC
hsa-miR-6776-3p | 0.0346 | Azalmis 15.4 > .1 9;1 b, CTGGGGAGAGACAGT
hsa-miR-6784-3p | 0.0237 | Azalmis | o 9' 611 4'2;15 0 CTGGGGCAGAGTTGG
hsa-miR-6794-3p™ | 0.0012 | Azalmis |, 4.7' 202 | 4. 6'2 - AGGGAGGGACTGAGA
hsa-miR-6824-3p | 0.0432 | Azalmis | 6-5' 19 | 4 0;15 4 CTGGGGTGGCAAGA
hsa-miR-6847-3p | 0.0471 | Azalmis | . 3 539 | 3. 56 13 GAAGAGGACAGACACA
hsa-miR-7111-3p | 0.0226 | Azalmis |, - 6073 4.3;928 CTGGGAGGAGGGA
hsa-miR-885-5p~ | 0.0019 | Azalmis | é535 4'7;’ 3| AGAGGCAGGGTAGTGTA




v Valuas

Hormaized Intans 1

hsa-miR-548am-5p

Nerrel zex Inensty vales

hsa-miR-885-5p

Normalized Im:ensity Values

hsa-miR-1909-5p

=

i i =3
. =
Tk 5 saulibli s=rurm rum ver scm szglikl cerim
e b - e —
hsa-miR-3646 T hsa-miR-6775-3p hsa-miR-6794-3p

% . _

. j— =
<5 serum saq ikli serm cver serum alikli 5 ks v serun qlidi 5

Sekil 4.10: Over kanseri ve niiks drnekleri saglikliya gore karsilastirilmasiyla p degeri >0.005
ve FC>=2 olan miRNA’larn anlatim oranlarin1 gosteren ‘“box-whisker” goriintiisi.

Over kanseri-niikks ve sagliklt gruplarinin karsilagtirilmasi sonucunda ii¢ grupta da
anlatimi1 degsen miRNA’larin her 6rnekte anlatiminin nasil degistigine gdsteren “heat-
map” gorlintiisii sekil 4.11°de verilmistir. miRNA’larin fakli gruplarda farkli anlatim
yaptig1 bu goriintiiye gore sdylenebilir. Sekil 4.12°de ise p degeri 0.005’den kiigiik olan
6 miRNA’nin “heat-map” goriintiisli verilmistir. Farkli gruplarda anlatim orani agik bir

sekilde degismistir.
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Sekil 4.11: Over kanseri-niiks ve saglikli gruplarinda anlatimi degisen miRNA’larin
hastalardaki degisimleri.
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Sekil 4.12: Over-niiks ve saglikli serum 6rneklerinde anlatimi degismis olan miRNA’lardan
p<0.005 olan 6 miRNA’nin heat-map goriintiisii.



Over Kkanseri-niiks ve Kkist Ornekleri karsilastirildiginda ANOVA sonucunda 7
miRNA’nin anlamli olarak anlatiminin degistigi bulunmustur. MiRNA’lardan 1 tanesi
referans miRNA oldugu icin degerlendirmeden c¢ikarilmigtir. Anlatimi degisen tiim
miRNA’larin FC degerinin 2’nin istiinde oldugu goriilmiistiir. Sonu¢ olarak 5
miRNA’nin da anlatiminin arttig1 1 tanesinin ise azaldig1 tespit edilmistir (Tablo 4.17.).
Bu miRNA’larin 238 geni hedefledigi ve bu genlerin gorev aldiklar1 yolak sayis1 150

olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.18: Over kanser-niiks ve kist gruplar1 arasinda anlatim farki bulunan miRNA’lar, p
degerleri, regiilasyonu, FC degeri ve aktif dizisi.

miRNA'nin p degeri
sistematik ismi
hsa-miR-1234-3p | 0.010203238 Azalmis -25.5912 | -4.67757 GTGGGGTGGGT

Regiilasyonu FC aktif dizisi

hsa-miR-371b-5p | 0.021788169 Artmis 99.81114 | 6.641129 | AAAGTGCCGCCATCT

hsa-miR-3940-5p 1.38E-04 Artmig 104.8808 | 6.712607 CAGAGCCCGCCC

hsa-miR-6125 0.031285398 Artmis 4.178352 | 2.062934 TCCGCCGCTCCG

hsa-miR-6791-5p | 0.009986841 Artmig 106.4384 | 6.733875 | TCCGCCTGCCCAG

hsa-miR-7108-5p | 0.014927878 Artmig 61.47183 | 5.941854 CCACCCGCCTGC

hur_2 0.012417429 Azalmis -7.82679 | -2.96842 REFERANS

6 miRNA’nin anlatim oranlarinin gosterildigi box-whisker goriintiisii Sekil 4.13.’de
verilmistir. Bu goriintiilere gore hangi grubun hangisine kars1 degerlendirildigi agikca

goriilebilir.
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Sekil 4.13: Over kanseri-niiks serum ornekleri kiste gore karsilagtirilmasiyla FC>=2 olan
miRNA’larn anlatim oranlarini gésteren “box-whisker” goriintiisii.

Son olarak 4 grup da kullanilarak analiz yapilmis her grup saglikliyla karsilastirilmis ve
ortak olarak anlatim degisikligi gosteren miRNA’lar tespit edilmistir. Fakli anlatimi
olan 4 miRNA kesfedilmis, ikisi referans miRNA’s1 oldugu goriilmiistiir. Niiks ve kist
gruplarinin  saglikliyla karsilastirilmasinda iki miRNA’nin  anlatimmin azaldig
gozlenmistir. Over kanseri ile saglikli grubu karsilastirildiginda diger gruplarla ortak
olan miRNA’lardan birinin anlatimin arttigr digerinin azaldigi gozlenmistir. Tablo
4.18’de tiim gruplarda ortak olarak anlatimi degismis miRNA’larinin her gruba gore
regililasyonu, FC katsayisi, p degeri ve aktif dizisi verilmistir. Bu miRNA’larin 121 tane
geni hedefledigi ve bu hedef genlerin 83 tane yolakta rol aldig1 bulunmustur. Apoptoz,
DNA hasar tamiri, sinyallesme, meme kanseri, prostat kanseri gibi kanserde etkili

yolaklar genlerin rol oynadig1 yolaklardir.



Tablo 4.19: Tiim gruplarda ortak olarak anlatimi degismis miRNA’larinin her gruba gore
regiilasyonu, FC katsayisi, p degeri ve aktif dizisi.

Kist-saghkh Niiks-saghkh Over-saghkh

MIRNA Regil Regiil Regil .
i asyon FC Log asyon FC Log asyon FC Log L
sistema FC FC FC dizisi
tik ismi - -

0.03 2.59 - -
dmr_31 | 4411 | Artmi 406 | 1.375 | Azalmi | 2.842 | 1.506 5.070 | 2.342
a 6|5 33| 2136 | s 0432 | 9284 | Artmis | 7927 | 2112
hsa- 0.02 - - - - - -
miR- 2183 | Azalm | 5.98 | 2.582 | Azalmi | 1.978 | 0.984 | Azalmi | 1.227 | 0.295 | CCACCC
3656 5115 837 | 1633 | s 3069 | 2663 | s 0457 | 1889 | CCGCAC
hsa- 2.47 - - -
miR- 0.00 | Azalm | 970 | 1.310 | Azalmi | 1.251 | 0.324 1.640 | 0.713 | TCCGCC
6125 4539 | 15 3| 1673 | s 8059 | 0109 | Artmis | 0387 | 7299 | GCTCCG

1.21 - - - -

7.35 | Artmi 873 | 0.285 | Azalmi | 2.848 | 1.510 | Azalmi | 6.054 | 2.598

hur_2 E-04 | s 96 | 3899 |s 581 | 2434 | s 9054 | 1045
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Sekil 4.14: Anlatimlar1 fakl olarak degismis olan miRNA’larin (has-miR-3656, has-miR-6125)

her grupta degisim oaranini gosteren “box-whixker” goriintiisi.




5. TARTISMA VE SONUC

Over kanseri, ovaryumlarda baslayan ve genelde viicuda yayilan bir kanser tiiriidiir
(Edmondson ve dig, 2001). Hayatta kalma oranmi diisiik olan ve hizli yayilma gosteren
heterojen bir hastaliktir ve jinekolojik kanser kaynakli 6liimlerin en énemli nedenidir
(Chu ve Rubin, 2005). Diinyada kadinlar arasinda kanserle iligkili 6liimlerin besinci
onemli nedeni olarak gosterilir (Alain, 2008) (Tablo 2.1.). Ovaryum kanserinin geg
evrelere kadar asemptomik olmasi ve hastaligin erken evrelerinde tani koyulabilmesi
icin etkili bir tarama testinin heniiz bulunmamasi nedeniyle hastalik tanisi erken
evrelerde yapilamamaktadir. Bunun bir sonucu olarak da 5 yillik sag kalim oranm1 %451
gecememektedir (American Cancer Society, 2011). Over kanseri gelisimini tespit eden
radyografik goriintilleme, invasiv biyopsiler, timor belirtecleri ve bu metodlarin
birlestirilmesiyle olusmus eski ve yeni bircok yontem vardir. Fakat over kanseri hala en
yaygin ve Oliimciil jinekolojik kanser olarak goriiliir. Miimkiin olan en az girisimsel
islemle over kanserinin tanisi i¢in spesifik biyobelirteclerin kullanilmasi ¢ok énemlidir.
Bu nedenle over kanserine yiiksek hassasiyet gOsteren erken tani biyobelirteclerinin
taninmas1 ve validasyonu yapilmasi gerekir. Bu baglamda yaptigimiz ¢aligma ileri

validasyonlarla birlestirilmek sartiyla biyobelirte¢ belirlenmesine katki saglayacaktir.

Over kanseri tanisinda gen, protein, metabolit ve mikroRNA temelli biyobelirtegler
kullanilabilir. miRNA anlatim profilleri dokularin gelisimsel orijinleriyle paraleldir,
kanser tan1 ve siniflandirilmasinda biyobelirte¢ olarak potansiyeli mRNA’dan daha
fazladir (Lu ve dig, 2005). MikroRNA’lar (miRNA) yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda
kodlama yapmayan RNA genlerinden anlatim yapan fakat protein kodlayaman
RNA’lardir. Translasyonun baskilanmasini veya mRNA’nin yikimini, diziye 6zel gen
diizenlenmesini saglar boylece gelisme, hiicre proliferasyonu, farklilasma ve apoptoz
gibi ¢esitli biyolojik siirecleri diizenler (Zhang B, 2011). Insan genlerinin yaklasik %3’ii
miRNA kodlarken protein kodlayan genlerin yaklasik %30’u miRNA’lar tarafindan
diizenlenir. Bu miRNA’lar her hiicre tipine, hiicrenin gelisme ve farklilagma evresine

gore degisir. Yapilan calismalara gore farkli anlatim yapan ya da mutasyonlu



miRNA’larin; hedef genine gore degisen yeni bir onkogen veya tiimor baskilayict gen

siifi olarak kanser gelisimde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (Iorio ve dig, 2007).

Aragtirma kapsaminda; saglikli bireylerden, primer epitelyal over kanser teshisi
konulmus hastalardan, daha once over kanseri ge¢cmisi olup tekrar niiks etmis
hastalardan ve basit over kisti bulunan hastalardan elde edilen kan ve doku ornekleriyle
calisilmigtir. Tez kapsaminda gruplandirma 2 deney (over kanseri ve niiks) ve 2 kontrol
(basit over kisti ve saglikli) olmak iizere toplam 4 grup olarak tasarlanmistir. Saglikli
grup hari¢ diger arastirma gruplarindan hem periferal kandan elde edilen serum hem de
timor (ya da kist) dokular1 alinmistir. Saglikli grubundan sadece serum alinmistir. Bu
aragtirmada toplanan serum ve tiimor veya kist dokularinin izolasyon yapilmis ve elde
edilen RNA kalitesi en yiiksek olan 8’er 6rnek mikroarray calismasinda kullanilmistir.

Gruplar aras1 degerlendirmeler yapilarak anlatimi degismis miRNA’lar bulunmustur.

Sekil 4.3.’de gosterildigi gibi, dokuda 178 tane miRNA’nin {i¢ grupta da anlatim yaptig1
tespit edilmis ve bunlardan 58 tanesinin ayni gruplara ait serum orneklerinde de anlatim
yaptig1 gosterilmistir. Bu veriye dayanarak doku orneklerinden seruma gecisin oldugu

kanitlanmustir.

5.1. DOKU ORNEKLERINDEN ELDE EDIiLEN MIiRNA’LAR

Doku orneklerinde, over kanseri ve niiks grubu; kontrol grubu olarak basit over kistiyle
karsilastirilmistir. Karsilastirmalar ikili ve {i¢lii gruplar halinde yapilmis ve anlatimi
degisen miRNA’lar, hedef genler ve genlerin etkili oldugu yolaklar belirlenmistir.
Calismanin esas amacina yonelik olarak “over kanseri-basit over kisti”, “niiks-basit over
kisti” ve “over kanseri-niiks-basit over Kkisti” karsilastirmalarindan elde edilen
miRNA’lar daha 6nem kazanmaktadir. Niiks ile over kanseri karsilastirmasi iki kanser

tiirii arasindaki miRNA anlatim farkini vererek niiks olan tiimorlerde hangi yolaklarda

degisklik olabilecegi hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglar.

Over Kkanseri dokulariyla Kkist dokular1 karsilagtirilmasi sonucu tablo 4.6’da
ozellikleri verilen 3 miRNA’nin (hsa-miR-200c-3p, hsa-miR-4665-3p, hsa-miR-6737-
3p) anlatimi artmistir. Hsa-miR-200c-3p; hsa-miR-200c miRNA ailesine aittir. “The

mir-Ontology Database” de bu miRNA ailesi arastirildiginda over kanseri ile iliskili



oldugu gosterilmis, hedef gen olarak CYP1B1 (“cytochrome P450 family 1 subfamily B
member 1) verilmistir. Bu gende meydana gelen mutasyonlar veya polimorfizmler
tiimor baskilayici genlerde mutasyona sebep oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir
(Ryk ve dig, 2005). Iorio ve dig (2007), over kanseri ile normal 6rnekler arasinda analiz
yapmis ve has-miR-200c’nin anlatimmin over kanserinde arttigini goézlemlemistir.
Hedefledigi genler arastirildiginda bircok tiimor baskilayici gen tespit edilmistir. Bu
miRNA’nin anlatiminin artmasi ile tiimor baskilayic1 genlerin anlatimi azalacag igin
kansere yol acacaktir. Yaptigimiz calismada da ayni aileye sahip has-miR-200c-3p’nin
anlatim1 kontrol grubuna gore artmistir (Tablo 4.6). Ayrica “QIAGEN Ovarian Cancer
miScript miRNA PCR Array” Real-time PCR temelli miRNA profilleme kitiyle over
kanseri tanis1 yapilmakta ve bu ticari kitte hsa-miR-200c-3p analizi yapilan miRNA’lar
arasinda yer almaktadir. Bu miRNA’nin anlatimmin over kanserinde arttigi kitte
belirtilmistir. Bu da yaptigimiz ¢alismaninin dogrulugunu kanitlar niteliktedir. Ayni
grupta bulunan bir diger anlatim1 artmig miRNA; hAsa-miR-4665-3p’dir. Bu miRNA’nin
over kanseri-niiks-kist dokularmin icli karsilastirilmasinda da anlatiminin arttigi
tespit edilmistir (Tablo 4.8.). Uclii analizde FC degerlerine bakildiginda over kanserinde
(FC=26.337) niiks grubuna (FC=2.3706) gore yaklasik 13 kat daha fazla anlatim
farkinin oldugu tespit edilmistir. Bu veriler de hsa-miR-4665-3p’nin over kanserinin
gelisiminde 6nemli olabilecegini ortaya koymustur. Bu miRNA’nin hedefledigi genler
“miRBase” veri tabaninda arastirilmis ve hedefledigi genler belirlenmistir.
“miRDB”den elde edilen hedef gen analizinde WDR4 (WD repeat domain 4) hedef
genlerden birisidir ve hiicre dongiisiinde, sinyallesmede, apoptozda ve gen
regiilasyonunda rol oynayan 6nemli gen ailesidir. Anlatimi artmis hsa-miR-4665-3p’nin
bu genin iriinlerini hedeflemesi genin anlatimmin azalmasina ve hiicrenin
kanserlesmesine neden olacaktir. Persson ve dig, (2011)’nin yaptig1 calismada normal
ve meme kanseri dokular1 karsilastirilmis ve hsa-miR-4665’in tiimor dokularinda
anlatimi arttifi gozlenmis. Analizi yapilan ve BRCAI1 genlerinde mutasyon olan
orneklerin yaklasik %35’inde hsa-miR-4665’in anlatimmin arttigi goézlenmistir. Bu
sonuglara gore over kanserinde de etkili olan BRCA genleriyle iliskisinin olmas1 bu
miRNA’y1 over kanseri i¢in de dnemli kilmaktadir. Hsa-miR-6737-3p hakkinda c¢ok
fazla bilgiye ulasilmamistir. Bu konuda ileri analizlere gidilip validasyonu tamalanirsa

over kanseri biyobelirteci olarak literatiire kazandirilabilir.



Niiks-over Kkanseri dokularinda karsilastirma yapildiginda hsa-miR-3656nin
anlatiminin over kanserinde azaldig: tespit edilmistir (Tablo 4.7.). Bu miRNA’nin bazi
serum gruplarinda da ortakligi tespit edilmistir. “Over kanseri-niiks-kist-saglikli” serum
grubuna bakildiginda (Tablo 4.16) ortak olarak anlatimi degismis miRNA’lardan bir
tanesi hsa-miR-3656 oldugu gorilmiistiir. FC degerlerine bakildiginda hepsinde
anlatiminin azaldigini fakat azdan ¢oga dogru FC degerlerine gore siralandiginda en az
anlatim degisikliginin over kanserinde (FC=1.2270), daha sonra niiks grubunda
(FC=1.9783) oldugu en ¢ok degisimin ise kist dokusunda (FC=5.9883) meydana geldigi
goriilmiistiir. Bu miRNA’nin hedefledigi genler “miRDB” veritabaninda bakildiginda
apoptoz, otofaji, hiicre dongiisiinde gorev alan genler, timor baskilayici genler oldugu
goriilmiis. Over kanserinde digerlerine gore daha fazla anlatim yapilmasi bu
miRNA’nin hedefi olan tiimorii engelleyici genlerin anlatimini azaltacak ve tlimor
olusumuna neden olacaktir. Dokuda tespit edilen, niikse gore anlatiminin azalma oranin
az olmasi over kanseri ile niiks etmis olusumlarin birbirine benzer karakterde olmasiyla
aciklanabilir. Hsa-miR-3656’nin over kanseri ile iliskili olduguna dair literatiire
rastlanmamistir. Doku gruplarinda da anlatiminin degismis olmasit ve serum
orneklerinde tiim gruplarda azalmasi bu miRNA’nin 6nemini arttirmakta ve validasyon
gerektirmektedir. Eger validasyonla dogrulanirsa serum biyobelirte¢ olarak énemli bir

aday niteligi tagiyacaktir.

Niiks ornekleri ile kist doku Orneklerinin karsilastirllmasinda niiks Orneklerinde 8
anlatimi artmig 2 tane anlatimi azalmis miRNA tespit edilmistir (Tablo 4.5.). Hsa-let-
7b-5p’nin dahil oldugu hsa-let-7b ailesi “The mir-Ontology Database”de arastirilmis ve
over kanseriyle dogrudan iliskili olan miRNA’lardan oldugu tespit edilmistir. Yine ayni1
veritabaninda hedefledigi genlere bakildiginda TGFBRI1 (“transforming growth factor
beta receptor 17), FASLG (“Fas ligand”) ve ITGB3 (“integrin subunit beta 3”) gibi
sinyallesme, apoptoz ve hiicre adezyonunda gorev alan genlerin yer aldig1 goriilmiistiir.
Anlatim1 azalmisg bir diger miRNA ise hsa-miR-145-5p°dir ve bu grup i¢inde FC
degerlerine gbre anlatimi orant en ¢ok de§ismis olan miRNA’dir. “miRDB”
veritabaninda hedef genlerinden biri ANGPT2 (“angiopoietin 2”) olarak gosterilir. Bu
gen epitel hiicrelerinin apoptoza gitmesini indiikler (RefSeq, Temmuz 2008). Bunun
disinda tiimor baskilayic1 genler, sinyallesme yolaklarinda rol oynayan genler gibi

kanserlesmede rol oynayan bir¢ok hedef gen hsa-miR-145-5p’nin hedefidir. Ayrica bu



grupta elde edilen miRNA’lardan 4 tanesi (hsa-let-7b-5p, hsa-let-7¢, hsa-miR-125-5p,
hsa-miR-145-5p)’nin “QIAGEN Ovarian Cancer miScript miRNA PCR Array” kitinde
anlatimi1 azalan miRNA’lar arasinda over kanseri tanisi i¢in kullanilmaktadir. Tiim bu
verilere dayanarak dokular arasi analizlerde elde edilen anlatimi1 degismis miRNA’larin

cogunun kanserle iligkisi oldugu goriilmiistiir.

5.2. SERUM ORNEKLERINDEN ELDE EDILEN MIRNA’LAR

Serum Orneklerinde over kanseri-niiks-basit over kisti ve saglikli olmak {izere 4 grupla
calisilmig ve gruplar kendi aralarinda ikili, ticlii ve dortli olarak degerlendirilmistir.
Elde edilen sonuclar gruplar arasinda karsilastirilarak ortak olan miRNA’lar tespit
edilmistir. Kontrol grubu olarak saghklilar almmistir. Saglikli grubunun dahil
edilmedigi gruplamalarda kist serumlar1 kontrol olarak kullanilmistir. Over kanseri
gruplarimin kontrollerle karsilagtirildigi gruplamalar bu c¢alisma icin daha fazla 6nem
tagimaktadir. Anlatimlar1 anlamli olarak degisen ve analize alinmaya en uygun goriilen
(p degeri 0.005’den kiicik ve FC>=2) miRNA’lar “miRBase, The mir-Ontology
Database, HMDD, mir2disease” veritabanlarinda kanserle iliskilendirmek {izere

arastirilmastir.

Over kanseri-niiks-saghkh karsilastirilmasinda 21 tane anlatimi azalmis miRNA elde
edilmistir  (Tablo 4.16). Bu miRNA’lar over grubunun saghkhlarla
karsilastirilmasindan elde edilen sonuglarla (31 miRNA) (Tablo 4.10.) beraber
degerlendirildiginde 21 miRNA’nin 20 tanesi over-saglikli grubunda da yer aldig:
gozlenmistir. Bu 20 tane ortak miRNA’dan p degerleri 0.005’in altinda olan 6 tanesi
secilmistir (Tablo 4.16). Hsa-miR-6775-3p ve hsa-miR-6794-3p hakkinda yapilmis
caligmaya literatiirde rastlanamamistir. Yaptigimiz ¢alisma ile iki miRNA’nin da p
degerinin 0.002’den kiigiik oldugu tespit edilmistir. Over kanserinde anlatimlarinin
azalma oran1 (FC>=24) niikse (FC=2) gore ¢ok daha fazla olmasi bu gruptan elde edilen
miRNA’larin analizinin 6nemini arttirmaktadir. Bu nedenle elde edilen bu miRNA’larin
validasyonlarla kanserle iliskisi kurulmasi onerilebilir. Ayrica hsa-miR-6775 ailesinden
olan hsa-miR-6775-5p kist serum gruplarinda da rastlanmig (Tablo 4.16.) ve anlatiminin
azaldig tespit edilmistir. P degeri<0.005 olan bir diger miRNA hAsa-miR-3646 nin over
kanserinde (saglikli grup kontrol alinarak) niikse goére FC degeri 13 kat artmistir.



Hedefledigi genler miRDB veritabaninda bakildiginda ATG9A (“autophagy related
9A”), RAB33A (“member RAS oncogene family”), CADM2 (“cell adhesion molecule
2”), BCL2LI13 (“BCL2-like 13 (apoptosis facilitator)”) gibi genler oldugu tespit
edilmistir. hsa-miR-3646’nin anlatiminin azalmasiyla bu genlerin anlatimlarinin
artacagl goz onilinde bulunduruldugunda kanserle onemli iliskisi oldugu sdylenebilir.
Over kanseriyle yapilan calismalarda degigmis anlatim yapan bu miRNA’ya
rastlanmamistir. Over-saghikli karsilastirmasinda FC katsayis1 29.5675, over-niiks-
saglikli karsilastirmasinda FC degeri 47.7413 olan bir diger miRNA ise hsa-miR-1909-
5p’dir. Bu miRNA’nin da over kanseri ile iliskisine literatiirde rastlanmamuistir.
miRBase ve miRDB’de yapilan taramalara gore 123 tane hedef geni oldugu ve TGFA
(“transforming growth factor, alpha”), RAB15 (“member RAS oncogene family”) gibi
kanserde etkili genleri hedefledigi tespit edilmistir. Hsa-miR-548am-5p yaptigimiz
calisgmada onemli sayilabilecek bir miRNA’dir ¢linkii “over kanseri-niiks-saglikl1”,
“over-saglikli” ve “kist-saglikl’” gruplarinin hepsinde anlatiminin azaldiglr ve en ¢ok
anlatim degisiminin over kanseri grubunda oldugu gozlenmistir. MiRDB veritabanina
gore RAB27B (“member RAS oncogene family”), PRKCI (“protein kinase C, iota”),
PIK3CB (“phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit beta”) gibi
Tablo 2.3.’de verilen onkogenlerden bazilarinin bu miRNA tarafindan diizenlendigi
gosterilmistir.  Over kanseriyle iligkili yayinlara bakildiginda bu miRNA’ya
rastlanmamistir. Hsa-miR-885-5p’nin over kanseri serum Orneklerinde fazlaca
anlatiminin  azalmas1 (FC=26,6535) Onemini arttirmistir. Literatiir aragtirmasi
yapildiginda Laudanski ve dig, (2013) over endometriyozis hastalarindan alinan
endometriyum dokulariyla kontrol gruplarimi karsilastirmis ve bizim calismamizda
bulunanin aksine bu miRNA’nin anlatimmin kontrol gruplarma gore oldukca fazla
oldugunu tespit etmistir. Ayni sekilde Gui ve dig, (2011) yaptig1 bir ¢alismada kronik
hepati B ve gastrik kanser hastalarindan alinan dokular sagliklilarla karsilastirildiginda
has-miR-885-5p’nin anlatiminin arttig1 gozlenmistir. Bu verilere dayanarak bizim
calismamizda anlatimi1 azalan has-miR-885-5p’nin validasyonlarinin yapilmasi gerektigi

ileri surilebilir.

Over-saghikh serum grubunda anlatimi1 azalmis olan miRNA’lardan over-niiks-saglikli
grubunda yer almayan miRNA’lar da tespit edilmis ve p degeri <=0.001 ve FC katsayis1
10°dan fazla olan 2 miRNA secilmistir. Anlatim1 azalan miRNA’lardan has-let-7d-3p



kanserde olduk¢a Onemli role sahip olan let-7d ailesindendir. Bu gen ailesi
“miR2disease” veritabaninda arastirildiginda, Park ve dig (2007), Iorio ve dig (2007),
over kanseri hastalarinda yapilan analize gore anlatiminin azaldigi tespit edilmistir.
Ayrica bir bagka calismada EOK hiicre hatlariyla kontrol hiicre hatlart miRNA anlatimi
bakimindan karsilastirilmis ve has-let-7d’nin anlatiminin azaldigi tespit edilmistir
(Zhang ve dig, 2008). Literatiirde rastlanmayan has-let-7d-3p’nin valide edilip anlatim1
kanitlandiktan sonra potansiyel bir biyobelirte¢ olarak kullanilmasi onerilebilir. Hsa-
miR-449c-3p over kanseri serum Orneklerinde anlatimi anlamli olarak azalan bir diger
miRNA’dir. Kheirl ve dig. (2011) yaptig1 bir calismaya gore aynmi aileden olan has-
miR-499’un hiicre boliinmesini azalttig1 ve gastrik kanserde anlatiminin azaldigini tespit
etmistir. KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), RAB11FIP2 (RABI11
family interacting protein 2 (class I)) gibi has-miR-449-3p’nin hedef onkogenleri

miRDB veritabanindan bulunmustur.

Over kanseri-niiks-kist serum grubu (Tablo 4.17.) ile over kanseri-kist serum grubu
(Tablo 4.11.) arasinda 3 tane ortak miRNA bulunmustur. Hsa-miR-1234-3p’nin
anlatimi iki grupta da azalirken, hsa-miR-6125 ve hsa-miR-7108-5p anlatimlan iki
grupta da artmistir. Bu miRNA’larin p degerlerinin 0.01’den kiiclik olduu tespit
edilmistir. Ug¢ miRNA’nin da kanserle iliskili olarak literatiirde yapilmis ¢alismasina
rastlanmamistir. Over kanseri-kist degerlendirmesinde hsa-miR-7108-5p’nin FC degeri
49.2480 oldugu ve over kanseri-kist-niikks degerlendirmesinde aynt miRNA’nin FC
degerinin 15.3712 oldugu tespit edilmistir. Bu degerlerle {ic miRNA’nin i¢inde anlatimi
en ¢ok degisen miRNA hsa-miR-7108-5p oldugu belirtilmistir.

Zhang ve dig. (2008) calismasina bakilarak over kanserinde meydana gelen
miRNA’larin anlatim farklarinin DNA kopya sayr degisikliklerinden, epigenetik
degisimlerden, mutasyonlardan, transkripsiyonel diizenleme degisimlerinden ve efektif
olmayan miRNA biyogenez yolagindan kaynaklanabilecegi ileri siiriilebilir. Bu
caligmaya gore cogu miRNA’nin EOK hastasinda azaldigi tespit edilmis ve bunun
nedenini genel olarak kopya sayist kayb1 ve epigenetik susturmalar oldugu belirtilmistir.
Yiiriitiilmiis olan bu tezde de Zhang ve dig. (2008) elde ettigi verilere benzer sekilde
serum Orneklerinde anlamli olarak elde edilen tiim miRNA’larinin yaklasik %75 nin

anlatiminda azalma oldugu tespit edilmistir.



Tezden elde edilen ve ileri aragtirmalarla desteklenmesi gereken bir diger veri ise over
kanseri ile niiks serum gruplarmin sagliklilarla karsilastirilmasi sonucu ortak olarak
degisen miRNA’larinin biiyiik ¢ogunlugunun FC degerinin over kanserinde ¢ok daha
fazla oldugudur. Bu bulguya gore niiks etmis kanserlerde immiin sistem kaynakli veya
ilk kanser Oykiisii sonrasi alinan kemoterapi kaynakli olabilecegi diisliniilen miRNA
anlatim degisikliginde azalma olmus olabilir. Suanda yanlizca bir hipotez olan bu

diisiince ileride arastirilmali ve dogrulugu gosterilmelidir.

Literatiirde kanserle iligskisine rastlanmayan miRNA’larin herbiri potansiyel yeni bir
biyobelirte¢ 6zelligi tasimaktadir. Anlamli anlatim degisikligi gosteren bu miRNA’larin
validasyonlar, hedef mRNA’lar ve proteinler bazinda yapilan analizlerle desteklenmesi
gerekmektedir. Over kanseriyle iligkisi kanitlanmis olan miRNA’lar ise biyobelirteg
olarak over kanserinin veya niiks etmis over kanserlerinin erken tani panellerine

eklenerek bu 6liimciil hastaligin 6liim oranini azaltmak i¢in kullanilabilir.

Kanserlesmenin erken tanisinda ve tedavisinde ileri molekiiler genetik sistemlerden
yararlanma giliniimiizde zorunlu hale gelmistir. Cagin hastaligi olan kanserin tedavi
stratejilerinin degismesi ve gelismesi molekiiler anlamda daha ¢ok bilginin elde
edilmesi ile miimkiindiir. Bu tez kapsaminda jinekolojik kanserlerde 6liim oran1 en fazla
olan over kanserinin tanisinda biyobelirte¢ olarak saptamaya calistigimiz miRNA’lar
literatlire katki saglayacagi gibi ¢alisilan hasta sayilarinin arttirilarak belirledigimiz
miRNA’larin  “Real-time PCR”ile validasyonlar1 ile daha biyobelirte¢ olarak

kullanimlar1 gergek olabiledektir.
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