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OZET

KURT, B. (2019). Ailesel ve Sporadik Over Kanserli Hastalarda miR-423-5p ve miR-
664b-5p’nin  Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel
Onkoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

MikroRNA'lar(miRNA'lar),yaklagik 22 niikleotid uzunlugunda,endojen,
kodlamayan,tek sarmallt RNA molekiilleridir.Over kanseri,klinik ve molekiiler diizeyde farkli
biyolojik davraniglar1 igeren heterojen bir hastaliktir.miRNA'lar overde ekspresyona ugrayarak
tiremenin diizenlenmesinde,over kanserinin erken teshisi,prognozu ve kemoterapi duyarliliginda
rol oynamaktadir.Calismada,6nceki ¢aligmalarimizda over kanseri etiyoloji agisindan &nemli
oldugu saptanan miRNA’lar arasindan segilen,miR-423-5p ile miR-664b-5p adli 2 miRNA’nin
ekspresyon diizeyi ailesel ve sporadik over kanserli hastalar ve saglikli kisilerin periferik
kaninda arastirildi.RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ekpresyon analizleri SPSS v21.0
programi kullanilarak istatiksel olarak degerlendirildi.Sonuglara gore;saglikli kontroller ile over
kanserli hasta gruplari arasinda her 2 miRNA i¢in de istatistiksel agidan anlamli bir fark oldugu
saptandi(p=0,000).0Over kanserli hastalarda kontrol grubuna gore miR-423-5p ekspresyonunun
2,35 kat,miR-664b-5p’nin ise 2,47 Kkat arttigi goriildii.Literatiirde,over kanseri hari¢ bir¢ok
kanser tiiriinde ve farkli hastalik asamalarinda asir1 eksprese edildigi bildirilmis miR-423-5p’nin
tez ¢aligmamiz ile ilk kez over kanser vakalarina ait periferik dolagimdaki lenfositlerde artmig
oldugu gosterilmistir.Genelde,over kanserli hasta grubunda miR-664b-5p’nin ifade diizeyinin
yiikseldigi ancak over kanserli vakalar arasinda BRCA mutasyon tasiyicilarinin %60’ inda
azalmig oldugu saptanmistir.Her 2 miRNA molekiiliiniin ekspresyonunun over kanser alt
gruplar1 arasinda over kanseri ile beraber endometriyum kanserini 2.primer olarak tasiyan
hastalarda azalmasi,buna karsilik over kanserine ek olarak meme ve endometriyum harig,farkli
bir ikincil kanser tanisi almis hastalarda da en yliksek diizeyde goriilmesi bu 2 molekiiliin
tizerinde ileri arastirilmalar yapilmasi gerektigini diigiindiirmektedir.Her 2 miRNA molekiiliin
ekspresyon artisinin over kanseri ile iliskili oldugu,azaliginin da endometriyum kanseri i¢in bir
ozellik olabilecegi diisiiniilmektedir.Ozetle,bu calismadaki miRNA molekiillerinin over kanseri
icin non-invaziv biyolojik belirteg olma potansiyeli oldugu anlasilmis olup,bu molekiillerin
gelecekteki caligmalarda tiimor dokusu tizerinde ve tedavi siiresince degisimlerinin gosterilmesi

yararli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Over Kanseri, BRCAL1/2 genleri, miRNA, biyolojik belirteg, periferik kan

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.
Proje No: 31200
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ABSTRACT

KURT, B. (2019). Investigation of miR-423-5p and miR-664b-5p in Patients with
Familial and Sporadic Ovarian Cancer. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Basic Oncology. Master Thesis. Istanbul.

MicroRNAs(miRNAs) are endogenous,non-coding,single-stranded RNA molecules
about 22 nucleotides in length.Ovarian cancer is a heterogeneous disease with different
biological behaviors at clinical and molecular levels.miRNAs are overexpressed and
play roles in the regulation of mammalian growth,early diagnosis of ovarian
cancer,prognosis and chemotherapy sensitivity.In our study,the expression levels of
miR-423-5p and miR-664b-5p,which are selected from the earlier studies and found to
be important for the etiology of ovarian cancer,were investigated in the peripheral blood
of familial and sporadic ovarian cancer patients and healthy individuals.Expression
analyzes by using Real Time PCR technique,were evaluated statistically with SPSS
v21.0 program.According to these results;there was a statistically significant difference
between healthy controls and ovarian cancer groups for both miRNAs(p=0,000).In
patients with ovarian cancer,the expression of miR-423-5p increased by 2.35 times and
the expression of miR-664b-5p increased by 2.47 times compared to the control
group.In the literature,it has been reported that miR-423-5p has been shown to be
overexpressed in many cancer types and different disease stages except ovarian
cancer.In our thesis,it has been shown for the 1st time in the peripheral circulating
lymphocytes of ovarian cancer cases.Generally,in the group of ovarian cancer miR-
664b-5p expression level was increased but it was found to be decreased in 60% of
BRCA mutation carriers among cases with ovarian cancer. In addition,it is understood
that these miRNA molecules have the potential to be a non-invasive biomarker for
ovarian cancer and it is useful to show the changes of these molecules in future

studies,on tumor tissue and during treatment.

Key Words: Ovarian Cancer, BRCA1/2 genes, miRNA, biomarkers
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1. GIRIS VE AMAC

Mikro RNA'lar (miRNA'lar), yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda, endojen, kiiciik,
kodlamayan, tek sarmalli RNA molekiilleridir. miRNA'lar, hiicre proliferasyonu,
farklilagma, apoptosis, hormon biyosentezi ve sekresyonu dahil olmak tlizere gesitli
onemli hiicresel fizyolojik ve patolojik silireclerin  transkripsiyon sonrasi
diizenlenmesinde rol oynamaktadir [1]. miRNA'larin hiicresel gen ekspresyonunu
transkripsiyonel ve post transkripsiyonel seviyede diizenledigi diisiiniilmektedir [2].
Cesitli kanserlerde bazit miRNA'larin onkogen, bazilarinin ise timor baskilayici gen gibi
islev gdrmesi, timdr ilerlemesi, metastazi ve invazyonunda miRNA'larin diizenleyici
oldugunu gostermektedir [3, 4].

Protein kodlayan onkogen ve/veya tiimor baskikayici genlerdeki degisimlerin
kansere neden oldugu bilinmektedir. Son yillarda tiimor olusumunda miRNA'larin da
etkili oldugunun gosterilmesi ile kanserin genetik nedenlerinin daha karmasik oldugu
bildirilmistir [5]. Kanserle iligkilendirilmis genomik alanlar ya da frajil bolgelerin
%50'sinden fazlasinin miRNA'y1 kodlayan genlerden olusmast miRNA'larin kanser
patojenezinde 6nemli oldugunu ortaya koymustur [6].

miRNA genleri ve kanser arasindaki iliskiyi ortaya koyan ilk caligma Calin ve
ark.[7] tarafindan yapilmistir. KLL hastalar1 ile yapilan ¢alismada, hastalarin yarisindan
fazlasinda goriilen 13ql4 delesyonundan daha once disiliniildigi gibi bir timor
baskilayici geni hedeflemek yerine miR-15 ve miR-16 genlerinin sorumlu olabilecegini
gostermislerdir.

Over kanseri diinyada en yaygin yedinci malignitedir [8]. miRNA'lar overde
ekspresyona ugrar ve memeli liremesinin diizenlenmesinde rol oynar. miRNA'lar, over
kanserinin erken teshisi, prognozu ve kemoterapi duyarliliginda O6nemli rol
oynamaktadir [1]. Song ve ark. yaptiklar1 ¢alismada miR-664b-5p’nin bir timor
baskilayic1 gen olarak islev gordiigiinii ve asir1 ekspresyonunun hiicre biiyiimesini,
g6¢linili ve invazyonu baskiladigini kesfetmistir [9].

Insan kiimiiliis graniiloza hiicrelerinde (CGC'ler) bulunan miRNA profilini
tamimlarken, Xu ve arkadaslari, let-7 familyasinin hem polikistik over sendromu
(PCOS) hastalarinda hem de normal kadinlarda en fazla bulunan miRNA oldugunu
gosterdi [10]. Saglikli kadinlar ile karsilastirildiginda, miR-10a-5p, miR-1307-3p, miR-
423-5p, miR-1273 g-3p, mMiR-199a-3p, miR-185-5p ve miR-483-5p polikistik over



sendromlu hastalarin CGC'lerinde upregiile edilmekte ve miR-483-5p, Notch3 ve
MAPK3 mRNA'sinin  3'-UTR'lerini dogrudan baglayarak Notch3'li ve insan
CGC'lerindeki mitojen-aktiflestirilmis protein kinaz 3't (MAPK3) baskilamaktadir.

Planlanan tez ¢alismasinda grubumuz tarafindan daha once yiiksek riskli over
kanserli bir ailede yapilan doktora tez ¢aligmasinda saptanan ve over kanseri etiyoloji
acisindan Onemli oldugu gosterilen ancak literatiirde over kanseri ile heniiz
iliskilendirilmemis ve hakkinda ¢ok az bilgi bulunan miR-664b-5p ve miR-423-5p
isimli iki miRNA molekiiliiniin 150 ailesel ve sporadik over kanserli vaka ile 100
saglikli kisiden olusan yas, cinsiyet ve etnik olarak eslestirilmis popiilasyon kontrollerde
ekspresyon diizeylerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu inceleme ile s6z konusu
miRNA’larin bir yandan over kanseri etiyolojisi, tanis1 ve diyagnozundaki yeri
aragtirtlirken bir yandan da validasyonlarinin yapilmasi ve over kanserindeki

dagilimlarinin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KADIN UREME ORGANLARI

Kadin lireme sistemi, c¢esitli islevleri yerine getirmek i¢in tasarlanmistir. Ova
veya oosit denilen iireme icin gerekli disi yumurta hiicrelerini Uiretir. Sistem, ovay1
dolleme alanina tagimak ic¢in tasarlanmistir. Bir sperm tarafindan yumurtanin
dollenmesi, normal olarak fallop tiiplerinde goriiliir. Dollenmis yumurta i¢in bir sonraki
adim, hamileligin ilk asamalarina baslayarak rahmin duvarlarina yapigmaktir.
Fertilizasyon gergeklesmezse, sistem menstruasyona (uterus astarinin aylik dokiilmesi)
gore tasarlanmistir. Ayrica, disi lireme sistemi, lireme dongiisiinii siirdiiren kadin seks

hormonlar Uretir.

2.1.1. Kadin Anatomisini Hangi Parc¢alar Olusturur?
Kadin iireme anatomisi, viicut i¢indeki ve disindaki kisimlan igerir. D1s kadin
iireme yapilarinin (cinsel organlar) islevi iki yonliidiir: Spermin viicuda girmesini ve i¢

genital organlarin enfeksiy6z organizmalardan korunmasini saglar.

Kadin i¢ lireme organlar1 sunlari igerir: vajina, uterus, overler ve fallop tiipleri.

Overler, uterusun her iki tarafinda bulunan kii¢iik, oval sekilli bezlerdir.

KADIN UREME SISTEMI

RAHIM ENDOMETRIYUM
FALLOP

TUPU

OVER

SERVIKS

MiYOMETRiYUM

Sekil 2-1: Kadin Ureme Sistemi (uterus, endometriyum, fallop tiipleri, overler,
serviks, miyometriyum, vajina) [11]



2.1.2. Overler

Overler, her bir adet dongiisiiniin orta noktasinda disi lireme sistemine yumurta
(oosit) tiretir ve salgilar. Ayrica disi hormonlar1 Ostrojen ve progesteron firetirler.
Overler kadin iireme sisteminin bir pargasint olusturur. Her kadinin iki overi vardir.
Ovarian fossa olarak bilinen boélgede pelvisin duvarina karst dort santimetre
uzunlugunda ve rahmin iki yaninda (uterus) yer alan oval sekillidirler. Bunlar, rahime
baglanmis olan ligamentler ile yerinde tutulur, ancak dogrudan disi iireme yolunun geri

kalanina baglanmaz, 6rn. fallop tiipleri.

Overlerin islevi, hipotalamustaki sinir hiicrelerinden salinan gonadotropin
salgilatict hormon tarafindan kontrol edilir ve bu da luteinize edici hormon ve folikiil
uyarict hormon {iretmek icin hipofiz bezine sinyaller gonderir. Bunlar adet dongisiinii
kontrol etmek i¢in kan dolasiminda tasinir. Overlerin, her adet dongiisliniin orta
noktasinda bir yumurta (oosit) salgilar. Genellikle, her yumurtlama doéneminde bir
overden tek bir oosit ¢ikarilir. Disi bir bebek, sahip olabilecegi tiim yumurtalarla dogar.
Bunun iki milyon civarinda oldugu tahmin edilmektedir, ancak bir kiz ergenlige
ulastiginda, bu say1 overlerinde depolanan yaklasik 400.000 yumurtaya diismiistiir.
Ergenlikten menopoza kadar, sadece 400-500 yumurta olgunluga ulasacak,
yumurtaliktan (yumurtlama adi verilen bir siiregte) serbest birakilacak ve disi lireme

sisteminin fallop tiipleri / uterus tiipii / overlerinde ddlleyebilecektir.

Overlerin salgiladig1 baslica hormonlar, menstriiel siklustaki énemli hormonlar
olan dstrojen ve progesterondur. Ostrojen iiretimi, yumurtlama 6ncesi adet dongiisiiniin
ilk yarisinda baskindir ve progesteron iiretimi corpus luteumun olustugu zaman adet
dongiisiiniin ikinci yarisinda baskindir. Her iki hormon da hamilelik i¢in rahim astarinin

hazirlanmasi ve déllenmis yumurtanin veya embriyonun implantasyonunda énemlidir.

Overlerin diizgiin sekilde ¢alismasini engelleyen herhangi bir tibbi durum, bir
kadinin dogurganligini azaltabilir. Overler, menopoz déneminde dogal olarak calismay1
birakir. Bu, 50 yas civarinda kadinlarin ¢ogunda goriiliir. Eger daha erken yasta olursa,
40 yasindan once, erken yumurtalik yetmezligi ya da erken yumurtalik kaybi olarak

adlandirilir.

Overlerin en sik goriilen rahatsizligi, tireme ¢agindaki kadinlarin %35-10'unu
etkileyen polikistik over sendromudur. Polikistik bir overde, folikiiller belli bir agamaya

kadar olgunlasir, ancak biliylimeyi durdurur ve bir yumurtay1 serbest birakmazlar.



Bu folikiiller, bir ultrason taramasinda overlerde kist olarak goriiniir. Turner
sendromu gibi overlerin normal gelisiminde bir kayba neden olan herhangi bir
anormallik, overlerin diizgiin ¢alismamasina ve kadinin dogurganliginin kaybina neden
olabilir. Over, ozellikle kanser tedavisinde kemoterapi veya radyoterapi gibi diger

durumlarda zarar gorebilir [1].

2.2. OVER KANSERI GELISiMi ve METASTAZI
Over kanseri, diinya genelinde kadinlarda en sik goriilen 7. kanser olup, meme
ve serviks kanseri sonrasi en yaygin ligiincii kadin kanseridir ve insidanst 100.000'de

10-15'dir. Ayrica diinya ¢apinda kadinlarda en 6liimciil olan 5. kanserdir [12].

Bat1 {ilkelerinde oOlim oranlar1 dismektedir, ancak bu durum, Ornegin
kontraseptif kullanimi ve postmenopozal hormon replasman tedavilerinin daha iyi
tedavi seceneklerinden daha az kullanilmasi gibi yasam tarzi degisikliklerinden

kaynaklanan insidans oranlarinin diismesi nedeniyle daha olasidir [13].

Tam tersine, Bati Avrupa iilkelerindeki over kanseri i¢in 5 yillik standart
sagkalim oranlar1 standardize edilmis %30.3'ten %44.1'e ¢ikmistir ve bunlar son 20

yilda 6nemli 6l¢lide artmamustir [14, 15].

Kot sagkalim orani, hastaligin genellikle ge¢ bir asamada teshis edilmesi ile
ilgilidir, ¢linkii periton boslugunda kanser hiicrelerinin gelisimi uzun bir siire boyunca
belirti ve semptom gostermez. Diger bir neden ise, bir¢ok hastanin primer tedaviden
sonra klinik olarak tam bir remisyona ulagsmasina ragmen, hastaligin ¢ogu hastada
yinelemesidir. Daha fazla tedavi yontemi ile, tiim hastalarda, daha kisa siireli remisyon
veya stabil hastalik donemlerine yol acan ¢oklu ilag direnci gelisir ve sonugta oliimle
sonuglanir. Bu tedavi direncine yonelik pek ¢ok agiklama mevcuttur: sitotoksik ilaglarin
cikarilmasina veya inaktivasyonuna yol acan genetik ve epigenetik mutasyonlar,
bozulmus apoptoz onarim mekanizmalart ve bagisiklik sisteminin inhibisyonuna yol

acan mikro ortamin hepsi bu hastaligin kotii prognozuna katkida bulunur.



2.2.1. OVER KANSERININ KLINIK, HISTOPATOLOJIiK VE MOLEKULER
OZELLIKLERI

Over kanseri, klinik ve molekiiler diizeyde farkli biyolojik davraniglart igeren
heterojen bir hastaliktir. Over kanserlerinin %90'ndan fazlas1 epiteldir, yaklagik %10'u
ise germ hiicreleri veya graniiloza-teka hiicrelerinden gelisir. Epitelyal tiimorler over
ylizey epitelinden ortaya ¢ikabilir, ancak ayni1 zamanda fallop tiiptinden, endometriozis
odaklarindan veya peritondan da ortaya ¢ikabilir [16]. Dort ana histotip, epitelyal over
kanserini karakterize eder: serdz, endometrioid, miisin ve berrak hiicre. ilging bir
sekilde, her histotip, normal dokulardaki morfolojik benzerleriyle iliskili gen
ekspresyon modellerini gosterir. Ozellikle serdz tiimorlerde meydana gelen degisiklikler
normal fallop tliptindekilerle iliskilidir. Miisin  kanserleri normal kolon
mukozasindakilerle koreledir. Hem endometrioid hem de berrak hiicreli histotiplerin ise

normal endometriyumdaki degisikliklerle korele oldugu gozlemlenmektedir [17].

Molekiiler seviyede sporadik over kanseri, birka¢ genin modiilasyonuna bagl
genis genetik kararsizlik ile karakterize edilir. Klinik ve molekiiler genetik anomalilere
gore, over kanseri iki farkli tipte siniflandirilabilir (Tablo 2-1). Tip I tiimorleri diisiik
dereceli serd6z karsinomlari, diisiik malign potansiyelli (borderline) serdéz tiimorleri,
diisiik dereceli endometrioid, miisin ve saydam hiicreli karsinomlar1 igerir. Bu tiir
timorler genellikle genetik olarak stabildir ve en sik goriilen mutasyonlar KRAS, BRAF,
ERBB2, PTEN, PIK3CA, b-katenin geni (CTNNB1), ARID1A ve PPP2R1A'y1 igerir. Ote
yandan, tip II over kanserleri, yiiksek dereceli ser6z karsinomlari, karsinosarkomlar1 ve
farklilasmamis kanserleri icerir. Tiim epitelyal tlimorlerin neredeyse %70'ini olusturan
Tip II timorler agresif olup ileri evrelerde mevcuttur. Yiiksek genomik instabilite
sergilerler ve hastalarin %95'inde mutasyona ugrayan gen TP53'tiir. Ayrica, bu tip bir
timor BRCA1 ve BRCA2 mutasyon tastyicilar ile karakterizedir ve ¢ogunlukla serdz

tubal intraepitelyal karsinomdan kaynaklanir [18].



TiP 1 TIP 2
Prevalans Yaklasik %30 Yaklasik %70
Histotip Seroz, endometrioid, | yliksek  dereceli  serdz
miisindz, berrak hiicreli | karsinomlar,
karsinoma karsinosarkomlar,
farklilasmamis timorler
Grad Diistik,  diisik  malign | Yiiksek
potansiyelli (borderline)
Mutasyon KRAS, BRAF, ERBB2, | TP53, BRCA1/2
PTEN, PIK3CA, b-katenin
geni (CTNNB1), ARID1A,
PPP2R1A ve mikrosatellit
instabilitesi
Klinik Tipik olarak overle siirh | Ileri evrelerde teshis ve

biiyiik, kistik kitle, goreceli

olarak hafif seyirli

agresif davranig

Tablo 2-1: Over Kanseri Alt tiplerinin Klinik, Histopatolojik ve Genetik Ozellikleri
ile Davramislan

2.2.2. ETIYOLOJI

Over kanserinin etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamigtir. Epidemiyoloji
caligmalari, oral kontraseptiflerin koruyucu bir rol oynadigini1 gosterirken, BRCA 1 ve 2
tiimor stipresor genlerindeki mutasyonlar, nulliparite ve ovulasyon indiikleyici ajanlar
gibi kanitlanmis genetik yatkinliklarin yani sira over kanseri gelisme olasiliini
arttirmaktadir. Hormonal etkilerle iliskili ovulasyon ¢ok onemli bir rol oynayabilir,

bununla birlikte infertil bir durumdan m1 yoksa yumurtlama uyarici ajanlarin

kullanimindan m1 kaynaklandig tartismalar1 hala devam etmektedir [19, 20].

Iki teori hipotez edilmistir: Birincisi over yiizey epiteli ile ilgilidir. Bu epidel

yapisi, kiiboidal hiicrelerden olusan ve overleri orten pelvik mezoteldir.




Yumurtlama sirasinda bu epitel ylizeyin tekrarlanan riiptiirti, iltihapl sitokinlere
eslik eden maruziyet ve epitelyal mezenkimal transformasyona (EMT) yol agan
miiteakip tamir, kansere yol acan genetik degisikliklere neden olabilir. ikinci teori ise,

over kanserinin fallop tiiplerinden gelistigi ile ilgilidir.

Her iki teori birlikte diisiintildiigiinde, borderline grade ttimérler, diisiik dereceli
serdz ve endometrioid karsinom gibi diisiik dereceli over kanserleri kortikal inkliizyon
Kist lezyonlarindan kaynaklanirken, yiiksek dereceli ser6z karsinomun fallop tiipiiniin
salgt hiicrelerinden ve ozellikle fimbriyalardan muhtemelen yumurtlamanin neden
oldugu iltihapli uyaranlarla indiiklenebilecegi ileri siiriilmektedir. Fallop tliplinden
sekretuar hiicrelerin kiiltiirlenmesi artik miimkiin oldugundan daha fazla teori

gelismistir.

Genel olarak, tekrarlanan hiicre béliinmelerinin kanser hiicrelerinin gelismesine
neden olan mutasyonlara yol actig1 yaygin olarak kabul edilmektedir. Bu degisikliklerin
somatik kok hiicrelerde veya normal fakat daha farklilasmis epitel hiicrelerinde

gerceklesmesi gerekip gerekmedigi agik degildir [21].

Over timori etiyolojisinin ve kemoterapisinin temel biyolojisini daha iyi
anlamak, molekiiler hedefli tedavilerin gelismesine yol agmistir. Coklu kritik kanser
Ozelliklerini hedef alan bir¢ok kiiglik molekiillii inhibitér ve monoklonal antikorlar
klinik uygulamalara girmistir. Bununla birlikte, over kanserinin teshis ve tedavi
slirecine yardimer olmak igin yeni ve daha iyi biyolojik belirtegler ile terapétiklerin
gelistirilmesine ihtiya¢ vardir [22]. Son dekatta tanimlanan miRNA'larin over
kanserinin etiyolojisinde, tedavisinde ve tedavinin izlenmesi siireglerinde énemli rolleri
oldugu ve her asamada farkli amagla bu molekiillerin kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.

2.2.3. EPIDEMIYOLOJIi

Kiiresel olarak, her yil 240.000 kadina over kanseri teshisi konulmakta ve bes
yillik sagkalimin %45'in altinda oldugu goriilmektedir. Over kanseri yillik 150.000
Oliimden sorumludur ve bu durum kadinlar arasinda over kanserini en yaygin 7. kanser

yaparken en yaygin 8. 6liim nedeni olarak géstermektedir.



Over kanserinin yaga gore standardize edilmis insidans oranlar1 Kuzey ve Orta /
Dogu Avrupa'da en yiiksek, Kuzey Amerika, Avustralya ve Bat1 Avrupa'da orta, Asya
ve Afrika'da en dusiiktiir [23].

Over kanseri goriilme oranlari, iilkelerdeki etnik kokene gore de degismektedir.
ABD’de, Latin kokenli beyaz olmayan kadinlarda over kanseri goriilme orani, Afrika
kokenli Amerikali ve Asyali kadinlardan yaklasik %30 ve Ispanyol kadinlardan %12
daha yliksektir [24].

Over kanseri 40 yasin altindaki kadinlarda nadirdir ve bu yas grubundaki
kanserlerin ¢ogu germ hiicreli tiimdrlerdir. 40 yasin iistiinde, %90'dan fazlas1 epitelyal
timorlerdir ve risk yasla birlikte artar, 70'lerin sonunda zirveye ¢ikar. Over olarak
simiflandirilmasina ragmen, artik yliksek dereceli ser6z kanserlerin yiiksek bir oraninin

fallop tiiptinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Epidemiyolojik arastirmalar, over kanserinin patogenezinde hormonal ve lireme

faktorlerinin etkisinin oldugunu gostermistir.

2.2.4. RISK FAKTORLERI
Risk faktorleri ikiye ayrilir; genetik olmayan risk faktorleri ve genetik risk

faktorleri.

2.2.4.1. Genetik Olmayan Risk Faktorleri
Epitelyal over kanserleri igin bilinen genetik olmayan risk faktorleri yas,
menopoz sonrast hormon tedavisi (6zellikle bes yildan fazla kullanim), obezite veya

kilo alimidir.

Diyet, nonsteroid antiinflamatuar ilaglar, perineal talk pudrasi maruziyeti ve
sigara kullanimi gibi faktorlerin etkisi tartismali iken infertilite ilag tedavisinin etkisi ise

belirsizdir.

Menarsta erken yas, over kanseri i¢in belirlenmis bir risk faktoriidiir, ancak over
kanseri insidans1 lizerindeki etkisi daha azdir, premenopozda rolii ise daha giigliidiir.
Cesitli calismalar menopozda ileri yas ile over kanseri riski arasinda dogrudan bir iliski
oldugunu gdstermistir. Omiir boyu siiren adet dongiisii sayis1 da over kanseri riski ile

iligkilendirilmistir, bu da yumurtlamanin over karsinogenez siirecinde yer aldigini,
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ancak parite ve oral kontraseptiflerin katkisinin diger faktorlerden daha fazla oldugunu

gostermektedir.

Uzun siireli oral kontraseptif kullanimi (dort yi1l veya daha fazla), BRCA

mutasyon tastyicilarinda over kanseri riskini yaklasik %50 azaltir.

Nulliparite ve diisiik parite, over kanseri riskinin artmasiyla iliskilidir. Cogu
calisma hamilelik sayisi ve siiresinin over kanser riskini azalttigin1 ortaya koymustur.

Cok ¢ocuklu kadinlarda (multiparous women) over kanser riski %50 oraninda diigiiktiir.

Emzirme her 5 aylik artis icin tahmin edilen% 8'lik bir diisiisle ve yine

yumurtlama hipotezi ile uyumlu olarak, yumurtalik kanseriyle ters orantili olmustur.

2.2.4.2. Genetik Risk Faktorleri

Ailesel genetik sendromlar, over kanserlerinin yaklasik %10 ila %12'sini
olusturur ve bilinen en gii¢lii risk faktorlerindendir. BRCA gen mutasyonlari, over
kanseri vakalarmin yaklasik %10'unda, kalitsal polipozis olmayan kolorektal kanser

(Lynch sendromu) ise vakalarin %2 ila %3'linde yer almaktadir.

BRCAL / BRCA2 tiimér baskilayic1r gen mutasyonlari, 300 ila 800 kadindan
birini etkileyen kalitsal over ve meme kanseri sendromunun nedenidir, ancak prevalans

Askenazi Yahudileri arasinda 50'den fazla olabilir.

Over veya meme kanseri ge¢misi olan ailelerde, BRCA mutasyonlari over
kanseri vakalarinin yaklagik %90''mdan sorumludur. Tahmini yasam boyu over kanseri
riski, BRCA1 mutasyon tasiyicilarinda %40 ve BRCA2 mutasyon tasiyicilarinda
%18'dir.

Eksik penetrasyon nedeniyle, BRCA tastyicilarinin %35 ila %85'l over kanseri,

%20 ila %30'u ise meme kanseri gelistirmez [25, 26].

2.3. MikroRNA ve KANSER
MikroRNA'lar (miRNA'lar), yaklagik 22 niikleotit uzunlugunda, tek iplikgikli,
kodlamayan RNA'lardir, ¢ok g¢esitli tiirler arasinda yiliksek Ol¢iide korunurlar ve

genellikle transkripsiyonal gen regiilasyonuna dahil edilirler [27].

miRNA'larin, kanserde diizensiz olarak eksprese olduklar1 kesfedilmis ve
bunlarin hem onkogenler hem de tiimor baskilayici olarak islev gorebilecegi ortaya

cikmistir. Ekspresyonlari artan miRNA’lar onkogen olarak diisiiniiliirken, azalan
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ekspresyon miktar1 tiimor baskilayici gen olarak iglev gormektedir. Cok sayida
calismada, farkli miRNA'larin gesitli insan malignitelerinde diizensiz sekilde eksprese
oldugunu bildirilmistir. Sasirtict bir sekilde, kesfedilmis insan miRNA'larinin yaklasik
%50'sinin kanser ile iligkili oldugu ve kanser ile iliskili olan genomik bdlgelerin frajil

alanlarinda bulundugu belirtilmistir [28].

Kanserde mikroRNA diizensizligi ilk olarak 2002 yilinda, iki mikroRNA, miR-
15 ve miR-16 kiimesinin, kronik lenfositik 16semide (KLL) sik¢a silinmis bir bolge olan
13914.3'te yer aldigr bildirilmistir [7].

Bu mikroRNA delesyonunun, miR-15/16 B-hiicreli lenfoma 2 (BCL2) anti-
apoptotik geninin asirt ekspresyonuna izin vererek kismen KLL gelisimine etki ettigi
gosterilmistir. Daha sonra, Hanahan ve Weinberg [29] tarafindan tanimlanan
mikroRNA'larin tim kanser 6zelliklerinde rol aldig1 ve her asamada kanserlerin klinik

yonetiminde rol oynayabilecegi belgelenmistir (Sekil 2-2).

TANI VE PROGNOZ REMISYON NUKs METASTAZ

| | f\ |

Prediktif/Prognostik Biyolojik Sivilarda miRNA Tespiti

- Sere: bircok k i » Metastatik

EIrte'g er - Orn; birgok kanserde kanda miR-21 tespiti Sonuglarln Tahmini
Hastaligin alt tipini tanimlayan T
miRNA'lar

miR-10b

Tahmini Tedavi Yaniti
Brn; KML'de miR-451 miRNA'larin Gelecekte Kullanilmasi Hedeflenen Uygulama Alanlar

*Biyolojik sivilarda daha dogru tespit -- idrar, CSF, kan
*Kisisellestirilmis tedaviler igin daha kesin biyolojik belirtegler

miRNA Bazh *Daha fazla terdpatik uygulama -- antisense, terdpatik miRNA verimi (nanopatikiiller, hiicre-
Terspatikler bazlilar, ekzozomlar), kombine terapiler

Orn; MRX34

Sekil 2-2: MikroRNA'larin kanserin klinik yonetimindeki etkisi [30].

mMIRNA ekspresyon paternlerinin normal dokuya kiyasla kanserde ve alt tipler arasinda
degistigi gerceginden dolayr, mikroRNA’larin muhtemelen kanser hastalar1 igin
prognozun belirlenmesi agisindan gelecekteki biyolojik belirtegler ve belki de terdpatik

ajan ya da hedef olacaklar1 kuskusuzdur. Gelecekteki kanser tedavilerinde, bir hasta igin
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hangi ilag ya da ilaglarin secilecegine ve hastanin ilaca yanit verip vermediginin
belirlenmesinde mikroRNAlar 6nemli olabilir. MikroRNA ekspresyon seviyelerinin
belli araliklarla izlenmesi, niiksiin yakin olup olmadiginin anlasilmasinda ya da

metastazin gelisip gelismeyeceginin tahmin edilmesinde kullanilabilir.

2.3.1. MikroRNA Biyogenezi

miRNA biyogenezi, ¢ekirdekte RNA polimeraz 11 / 11l transkriptlerinin post-
veya Kko-transkripsiyonel olarak islenmesiyle baslar [31] ve hairpin yapisinda olgun
miRNA dizisini iceren uzun miRNA’y1 (pri-miRNA) olusturur.

Konumlar1 protein kodlayan genlerin intronlar1 veya ekzonlar1 iginde (yaklasik
%70) veya intergenik bolgelerdedir (%30). Intergenik microRNA'larm ifadesi, konakc1
gen ekspresyonu ile iliskiliyken, tiim intragenik mikroRNA'lar bagimsiz transkripsiyon
tinitelerine sahiptir. Pri-miRNA transkripti, birkag kilobaz uzunlugundadir ve ¢ekirdekte
Drosha / DGCRS8 heterodimer tarafindan islenir. Bu enzim kompleksi prekiirsor (pre-
miRNA) olarak adlandirilan bir mikroRNA 06nciisii olan yaklasik 70 kb'lik bir transkript
tireten pri-miRNA'lar1 keser [32].

Bu noktada, Exportin 5 (XPOS5) ve onun katalitik ortagi Ran-GTP, pre-
miRNA'y1 baglar, boylece bu molekiiliin ¢ekirdekten sitozole gegisini indiikler [33].
Pre-miRNA, sitozolde, yaklasik 22 niikleotidli olgun bir miRNA dupleksini iireten ve
pre-miRNA'y1 isleyen RNAaz III enzimi olan Dicer tarafindan taninir. Olgun diziye
kesilecek olan iplik, miRNA indiiklenmis susturma kompleksini olusturan (RISC)
Argonaute’a yliklenir ve eksik baz eslesmesiyle, miRNA RISC’I indiikler boylece
MRNA destabilizasyonu ya da translasyonal baskilanmaya neden olur. Sonug olarak,
olgun miRNA biyogenezi isleminin ii¢ temel adimla karakterize edildigi 6zetlenebilir:
pri-miRNA'nin kirpilmasi, ¢ekirdekten sitoplazmaya goderilmesi ve sitoplazmada

kesilerek olgunlastirilmasi islemi.
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miRNA kaynakli mRNA bozulmasi veya roa miRNA-RISC kompleksi

translasyonel inhibasyon '\1@\
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Sekil 2-3: MIRNA biyogenezinin ve miR-RISC aktivitesinin sematik gosterimi [34].

2.3.2. Prognozun belirleyicisi olarak MikroRNA'lar

Kanserin altinda yatan molekiiler mekanizmalara iliskin bilgilerimizin artisi,
gecmise gore daha dogru ve anlamli tan1 ve prognoza yonelik firsatlarin gelismesini
saglamistir. Kisisellestirilmis tip ¢agina girildigi su zaman diliminde, hasta yonetimine
iliskin kararlarin ¢ogu giderek daha fazla molekiiler analizlere dayanmaktadir. Spesifik
genetik degisikliklere ek olarak, DNA metilasyonu, gen ekspresyonu ve microRNA
ekspresyonu dahil ek molekiiler o6zellikler onemli klinik bilgiler saglayabilir.
MikroRNA'lar, klinik Ornekler icindeki stabiliteleri ve giiclii ekspresyon kaliplart
nedeniyle, prognostik indikatorler olarak mRNA'lardan daha fazla yarar saglayabilir
[35]. Olduk¢a yakin zamana kadar, qRT-PCR ve mikro-dizi tabanli yaklagimlar
kullanilarak mikroRNA analizi yapilirdi. Son zamanlarda ise yeni nesil sekanslama
(NGS) uygun maliyetli bir segenek olarak ortaya ¢ikmig ve biyoinformatik analizinin
oniindeki engeller artik daha da azalmistir. Tim mikroRNA'lar arasinda, miR-21
(kanserde artmig) ve let-7 (kanserde azalmis) hasta sonuglartyla iliskili en yaygin
mikroRNA'lardir. Onkojenik miR-21, meme kanseri, glioblastoma, hepatoseliiler
karsinom, akciger kanseri, mide kanseri, kolorektal kanser ve prostat kanseri gibi bir¢ok
kanserde asir1 eksprese edilir. Apoptoz, istila ve proliferasyonda rol oynayan ¢ok sayida
tiimor baskilayic1 genleri hedef alarak pro-timdrijenik bir ortam yaratir ve bdylece

kanser tedavisi i¢in yeni bir molekiiler hedef olarak ortaya ¢ikmistir [36].
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2.3.3. Non-invaziv biyolojik belirtecler olarak MikroRNA'lar
Dolasimdaki mikroRNA'larin farkli kanser tiirlerinde belirtegler olarak

kullanilmast, hizla gelisen bir alandir.

MikroRNA'lar idrar ve tikiirik gibi diger viicut sivilarinda stabilite
gostermektedir ve gogu ¢alismada, serum mikroRNA'larinin biyolojik belirtecler olarak

kullanilip kullanilamayacagina odaklanilmistir.

Gelecekteki non-invaziv biyolojik belirteg¢ gelisimi i¢in, ve kandaki
mikroRNA'larin varliginin tespiti i¢in daha fazla calismanin yapilmasi gerektigi

bilinmekte ve alanin bu hedefe dogru hizla hareket ettigi goriilmektedir.

2.4. miRNA 423-5p

miR-423, 17q11.2 kromozomunun uzun Kkolunda bulunur ve iki olgun
miRNA’y1 kodlar [37, 38]. Cesitli ¢alismalarda miR-423 ve SNP rs6505162 A>C
polimorfizmi arasinda bir iliski oldugu cesitli popiilasyonlarda ve bir dizi kanserde
incelenmistir.  Kontorovich ve Hu’nun yaptiklari c¢aligmalarda, rs6505162
polimorfizminin, over kanseri ve mesane kanseri riskini arttirdigi bildirilmistir [39, 40].
Bununla beraber, diger dort ¢alismada ise s6z konusu polimorfizmin, meme kanseri ve
0zofagus kanseri riskini azalttigin1 ancak renal hiicreli karsinom ile prostat kanserinin
niks veya hayatta kalma durumunun belirlendigini bildirmislerdir [41-44]. Bu
aragtirmacilarin  yaptiklar1 ¢alismalara ek olarak, yakin tarihli bir meta-analizde,
herhangi bir genetik modelde rs6505162 SNP ile meme kanseri riski arasinda bir iliski

olmadigini gostermistir [45].

miR-423"in ekspresyon seviyesinin, meme kanseri, hepatoseliiler karsinom,
endometrial karsinom ve bas boyun skuamdz hiicreli karsinomlar dahil olmak {izere

bir¢ok kanser tipinde arttig1 bildirilmistir [37, 38, 46-48].

Ozetle, birgok c¢aliymada miR-423'iin tiimorgenezde onemli rol oynadigi
gosterilmistir [37, 49, 50].
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2.5. miRNA 664b-5p

mMiR-664, hepatoseliiler karsinom, prolaktinoma ve papiller tiroid karsinomu
dahil olmak iizere birgok kanserde yer almistir [51, 52]. Literatiirlerde bu mikroRNA
ile ilgili ¢ok fazla bilgi bulunmamakla birlikte, ¢esitli kanserlerde tan1 ve tedavi i¢in

biyolojik belirte¢ olabilecegi diisliniilmekte, bununla ilgili calismalar devam etmektedir.

5 - (154,768,596) (154,768,656) - 3'
3 >
U CCUGCGAGGCUACA

hsa-miR-664b-5p hsa-miR-664b-3p

Sekil 2-4: MIRNA 664b-5p’nin genomik lokasyonu [53]

Ancak over kanseri ile miR-423-5p ve mIiR-664b-5p arasindaki iligki
degerlendirilmemis ve over kanserinde s6z konusu miR-423-5p, miR-664b-5p
arastirlmamistir. Oncii ¢alismamizda over kanseri ile iliskili bulunan miR-423-5p ve
miR-664b-5p molekiillerinin daha genis over kanser grubunda incelenmesi,
validasyonlarinin yapilmasi, over kanserinin etiyolojisindeki yeri ve biyolojik belirteg
olup olmama durumunun belirlenmesi amaciyla bu tez ¢alismasina inceleme konusu

olmustur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

Deney grubu Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Kanser Genetigi
Poliklinigine BRCAL1/2 incelemesi icin gelen hastalar arasindan segilen, 150 over
kanserli hasta ve hasta populasyonu ile yas, cinsiyet ve etnik koken olarak eslestirilmis
100 saglikli kisiden olusturulmustur. Calismada kalite kontrolii gecen, hasta ve saglikli
kontrol grubu i¢in uygun olan RNA’lar kullanilmistir. Caligmaya alinan hastalar OH
harfleri ile, kontrol grubu ise OK harfleri ile kodlandirilmistir. Buna gore hasta grubu
OH1-0OH127, kontrol grubu ise OK1-OK98’e kadar numaralandirilmistir.

Calismadaki ortalama yaslar over hasta grubu igin 50+£10(23-84), kontrol grubu
icin 48+11 (23-84)’dir.

miR-423-5p ve miR-664b-5p adli iki miRNA’nin ekspresyon diizeyleri, hasta ve
saglikli kisilerin periferik kan lenfositlerinde incelenmistir. Arastirilan miRNA’larin
ekspresyon diizeyi 5SSRNA referans gen varliginda analiz edilmistir. Calismada, toplam
250 ornekte, referans gen dahil, 3 miRNA incelenmistir.

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

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

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

Agaroz (Wisent MultiCell, Kanada)

Borik asit (Wisent MultiCell, Kanada)

Ethanol (Riedel De Haen, Almanya)

Etidyum Bromiir (Sigma, Almanya)
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Biocoll ~ Separating  Solution  (Ficoll)
[BIOCHROM]
Bromfenol Mavisi (BFB) [SIGMA]

Etilen-diamin-tetraasetikasit (EDTA)

Collection Tubes

PBS (Phosphate Buffer Solution)

Tablo 3-1: Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

3.3. Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar ile Bilgisayar programlari

Deneysel asamalarda kullanilan tampon ve ¢ozeltiler; PBS Tampon Cdzeltisi,
TEB Tampon ¢ozeltisi, BFB Yiikleme Tamponu, %1,5’lik Agaroz, Lysis Buffer, Buffer
R; ile bilgisayar programlar1 Tablo 3-2’de belirtilmistir (Tablo 3-2).

v" 10X BFB Yiikleme Tamponu (2mL)

%1 SDS
5mg Bromfenol Mavisi
2mL Gliserol

v' 10X PBS Tampon Cozeltisi (1L)

80 g NaCl

2 g KClI
11,5 g Na,HPO,
2 g KH,PO,

v' 10X TEB (Tris-EDTA-Borik Asit) Tampon Cozeltisi (1L)

0.88 M Borik Asit
5 M Tris

0.02 M EDTA (pH: 8.00)
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v %]1,5’lik Agaroz Hazirlanmasi

1,5 g Agaroz
100mL 0.5X TEB
5uL Etidyum Bromiir (10mg/mL)
v' 1X Lysis Buffer (100mL)
10 mL 10X Lysis Buffer (ABM)
90 mL distile su
v' Buffer R.(100mL)
49 mL PBS
2 mL FBS
50 uL EDTA
v' Bilgisayar Programlari

IBM Support SPSS 21.0

Tablo 3-2: Kullamlan Cozeltiler ve Tamponlar ile Bilgisayar Programlari

3.4. Kullanilan Cihazlar

Calismada Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji Anabilim Dal1

Aragtirma Laboratuarinda yer alan cihazlar kullanilmistir (Tablo 3-3).

Jel Dokiimantasyon
Transliminator

Spektrofotometre (NanoDrop 2000)

Santrifiijler [HERAUS, HETTICH,
JOUAN]
Sivi Azot Tanki

Sistemi-UV RNA kalite kontroliinde kullanilmistir.

RNA konsantrasyonunun 6l¢iilmesinde

kullanilmistir.
RNA izolasyonunda,
Saflastirma ¢oktiirme islemlerinde

kullanilmistir.

Hastalara ait hiicrelerin saklanmasinda

kullanilmastir.
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Derin Dondurucu (-80°C) Kit, prob, hasta RNA’larin saklanmasinda
kullanilmastir.
Buzdolaplar Kit ve cesitli kimyasal maddelerin

saklanmasinda kullanilmistir.
Teraziler Cesitli soliisyonlarin hazirlanmast igin

kimyasal maddelerin 6l¢iilmesinde

kullanilmistir.

Kanstiricilar Soliisyonlarin hazirlanmas1 esnasinda
kullanilmistir.

pH Metreler Soliisyonlarin pH’larinin 6l¢iilmesinde
kullanilmistir.

1Mikropipetler [GILSON] Deneylerin yapilmasi esnasinda reaksiyon
karisimlarinin hazirlanmasinda
kullanilmistir.

Real-Time PCR cihaz1 PCR islemleri i¢in kullanilmistir.

Mic qPCR cihazi Cihaz kuruma ait degildir. Proje siiresince

firma tarafindan deneysel islemlerin

yapilas1 kurulmus ve kullanilmistir.

Tablo 3-3: Kullanilan Cihazlar ve Islevleri

3.5. Tam Kandan Lenfosit izolasyonu

EDTA’L tiipe alinan yaklasik 10 mL kan 1/1 oraninda %0,9’luk NaCl ile dilue
edilir. 2 mL Ficol {izerine yavas bir sekilde eklenir. 1970 RPM’de 30 dk. santrifiij
yapilir. Santrifiij sonunda alt fazda orta pelette eritrosit iist fazda serum ayrismaktadir.
Eritrosit fazinin hemen iizerinde ve serum fazinin i¢inde halka seklinde toplanmis
beyaz renkli olan lenfostit hiicreleri ayrisir. Bu halka seklindeki lenfosit hiicre fazi
pastor pipet ile yardimai ile toplanarak temiz tiipe alinir ve 1970 RPM’de 10 dk. santrifiij
edilir. Stipernatant dokiiliir ve kalan pelet lizerine 4 mL PBS eklenerek pipetlenir ve
Kriyo tiiplere 1’er mL olacak sekilde dagitilir ardindan 1970 RPM’de 5 dk. santrifiij
yapilir. Siipernatant dokiiliir. Coktiirtilen hiicreler daha sonraki deneysel islemler igin
kademeli olarak dondurularak once -80°C’de daha sonrada sivi azot tankina alinarak

uzun sureli saklanir.
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3.6. Lenfositten RNA izolasyonu
Lenfositten RNA izolasyonu islemi ticari kit (Quick-RNATM MiniPrep) ile

geregeklestirilmis olup, kit protokoliine gore uygulanan islemler asagida verilmistir.

3.6.1. RNA izolasyon Protokolii
RNA izolasyonu i¢in Quick-RNATM MiniPrep protokolii uygulanmistir. Kit

igerisindeki DNA-RNA Lysis Buffer -80°C’de ya da azot tankinda saklanan hiicre peleti
tizerine ilave edilir. DNA-RNA Lysis Buffer ile hiicre zarlart patlatilir ve hiicre iginde
yer alan DNA ve RNA molekiilleri agiga ¢ikarilir. Bu karisim RNA izolasyon Kkiti
icinde yer alan filtre tlizerine yiiklenir ve 12.000g’de santriflyj islemi yapilir. Santrifiij
sonrast DNA molekiilii filtrede tutunur ve RNA molekiilleri alt faza geger. Alt faz, RNA
izolasyonu islemine devam etmek {izere temiz bir tiipe alinarak islemlere devam edilir.
Biriktirme tiipii igerisine alinan RNA fazina Ethanol eklenir ve olusan yeni karisim 6zel
bir tiip igerisine aktarilarak 12.000g’de santrifiij edilir.
Daha sonra kit igerisinde bulunan RNA Prep Buffer (400 uL) karisim iizerine eklenir,
12.000g’de tekrar santrifiij edilir, biriktirme tiipii icerisinde toplanan atik atilir.
Ardindan Filteye tutunan RNA molekiilii filtrenin tizerine RNA Wash Buffer (700 pL)
eklenerek tekrar 12.000g’de santrifiij edilir, biriktirme tiipli igerisinde toplanan atik
atilir. Tekrar RNA Wash Buffer (400 pL) eklenerek iki dakika 12.000g’de santrifiij
edilir.

Son olarak RNAse-Free Water eklenerek, 30 saniye/1 dakika boyunca 12.000g’de
santrifiij edilerek RNA izole edilmis olur. izole edilmis RNA -80°C’de porsiyonlara

ayrigtirilarak saklanabilir.

3.7. RNA’larin saflik ve konsantrasyon ol¢iimleri

cDNA sentezinin basarisi i¢in yiiksek kalitede RNA kullanilmast gerekmektedir.
Yiiksek kalitedeki RNA’nin degrade olmamis ve genomik DNA kontaminasyonu
icermemis olmasi gerekmektedir.

Elde edilen RNA’larin saflik ve konsantrasyon oOl¢iimleri NanoDrop 2000
Spektrofotometre [THERMO SCIENTIFIC] cihazinda yapilmistir. Uygun olmayan

RNA &rneklerinin belirlenerek tekrar izolasyonlari yapilmistir.
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3.8. Kalite Kontrol Verilerinin Degerlendirilmesi
Calismamizda kullanilan RNA’larin Kalite kontrol islemleri ‘“Nanodrop 2000’
cihazinda yapildi. Bazi 6rneklere ait 6lgiim degerleri Tablo 3-4’de verildi (Tablo 3-4).

Ornekler | Niikleik Birim A260/A280 | A260/A230 | Numune
Asit Kons.

OH36 118,3 ng/uL 2,15 1,75 RNA

OH71 105,9 ng/uL 2,14 1,48 RNA

OH72 130,4 ng/uL 2,14 1,60 RNA

OH74 123,4 ng/uL 2,06 1,04 RNA

Tablo 3-4: Baz1 Orneklere Ait Nanodrop Ol¢iim Degerleri

3.9. ID3EAL miRNA gPCR Starter Kit protokolii

Kit protokolii cDNA sentezi ve RT qPCR reaksiyonu olmak iizere iki asamadan
olusmaktadir. Bu bu smlardan ilkinde ilgilendigimiz miRNA’lar i¢cin ¢cDNA sentezi
gerceklestirilmektedir. Ikinci samada ise iki farki miRNA RT-gPCR assay i¢in hazir

hale getirilmektedir.

3.9.1. cDNA Sentezi

Tiim reaksiyon islemleri buz iistiinde yapildi. cDNA sentez islemi, ID3EAL
miRNA gPCR Starter kiti kullanilarak, kit protokolii dogrultusunda gergeklestirildi.
cDNA sentez reaksiyonu Oncesi hastalara ait RNA o6rnekleri ¢oziildii ve ardindan
vortekslendi. cDNA reaksiyonunun gerceklestirilecegi tiip igerisine sirasiyla kalip RNA
(1 ng’a kadar), ID3AL RT Buffer (5 uL), ID3AL RT Primer (1 pL), ID3AL RT (revers
transkriptaz) (1 uL) eklendi. Elde edilen karigimin hacmi distile su ile 20 pL’ye
tamamlandi. Mikropipet yardimiyla pipetaj yapildi ve ardindan vortekslendi. BioRad
PCR cihaz1 kullanilarak 42°C’de 30 dakika, 95°C’da 5 dakika olacak sekilde inkiibe

edilerek cDNA olusturma reaksiyonu tamamlandi.

3.9.2. RT gPCR Reaksiyonu
Elde edilen c¢cDNA’lar 1:10 oraninda distile su kullanilarak sulandirildi.
Sulandirilmis cDNA’lar -20°C’de saklandi. 4 hafta i¢cinde tiim cDNA’lar kullanildi.
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Real Time PCR Reaksiyonu: Mic qPCR igin iiretilmis 6zel tiipler igerisine total
hacim 20 pL olacak sekilde, 10 pL ID3AL qPCR Master Mix , 2 pL ID3AL gPCR
assays, 5 pL sulandirilmis ¢cDNA ve 3 plL distile su eklendi. Mikropipet yardimiyla
pipetaj yapildi ve ardindan vortekslendi.

3.10. Kantitatif Real Time PCR Reaksiyonu

Kantitatif Real Time PCR islemi Mic qPCR cihaz ile gergeklestirildi. Kantitatif
PCR islemi Tablo 3-5’de verilen dongiiye gore gerceklestirildi. Gergeklestirilen
reaksiyonlarin Ol¢iimii ve hesaplanma islemi cihaz {izerinde yer alan Mic gPCR
yazilimi ile yapildi. Bu yazilim ile incelenen miRNA ekspresyon diizeyleri kantitatif

olarak hesaplandi.

Sekil 3-1: Mic qPCR cihazi ve kendine 6zgii tiiplerinin goriiniimii

Doéngii Sicakhik Siire
95°C 10 dakika
1x 40°C 5 dakika
95°C 10 saniye
40x 60°C 30 saniye

Tablo 3-5: Mic qPCR ¢alisma dongiisii
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3.11. gPCR ile Cogaltilan miRNA Molekiillerinin Analizi
Gerek miR-423-5p gerekse miR-664b-5p i¢in, Mic qPCR’a yiiklenen hasta ve
kontrol 6rneklerinin olusturdugu Real Time PCR egrileri (Sekil 3-2), (Sekil 3-3) verildi.

Her bir ornegin ekspresyon seviyeleri CT (Threshold Cycle = Esik dongiisii)

degerindeki farkliliklara gore degerlendirildi.

Cycling Green

)
1 20 23.37 P 30 35 40
.

Sekil 3-2: miR-423-5p ekspresyonunun incelendigi 6rneklerin ger¢ek zamanh PCR

egrileri goriiniimii
el © B3R S

Melt Green

95

o
- 80 | 84.34 3 90

Sekil 3-3: MiR-423-5p’nin ekspresyonunun incelendigi 6rneklerin erime egrileri

goruntisii

3.12. ACT ve AACT Degerlerinin Hesaplanmasi
Ekspresyon seviyeleri CT degerleri tizerinden, ACT ve AACT hesaplamalar

yapilarak belirlendi.
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ACT = CT(hedef gen)—CT(referans gen).
AACT = ACT(hedef gen)—) ACT(referans gen).

Bu degerlerin hesaplanmasindan sonra 2*-AACT degeri bulundu. AACT degeri
0’a esit oldugundan ve 2°=1 ifadesinden dolay1 referans degeri 1 olarak kabul edildi.

Referans degerine gore ekspresyon diizeylerindeki artig ve ya azalis saptandi.

3.13. istatistiksel Analiz

Hasta ve kontrol grubu arasindaki miRNA ekspresyon diizeylerinin
karsilastirilma islemleri IBM Support SPSS 21.0 bilgisayar programi kullanilarak
gerceklestirildi. Orneklerin ekspresyon seviyelerindeki degisimin kat oranmi belirten
““Fold&Change’’(FC) oranlart ve istatistiksel ‘‘Independent-Samples T-Test”’
kullanilarak, belirlenen gruplar arasinda ortalamalar agisindan fark olup olmadigi
arastirildi. Fold&Change oranlar1 [FC[>2 ve p degeri <0.05’den kiigiik olan degerler

isleme alindu.
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4. BULGULAR

Tez calismasinda Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Kanser Genetigi
Poliklinigine BRCAL/2 incelemesi i¢in bagvurmus hastalar arasindan segilen, 150 over
kanserli hasta ve hasta popiilasyonu ile yas, cinsiyet ve etnik olarak eslestirilmis 100
saglikli kontrol dahil edildi. Biyolojik materyalin kalite kontroliiniin ardindan tez
calismasinda deney grubu icin toplamda 127 over kanserli hasta ve 98 saglikli kontrole

iliskin RNA kullanilarak sonuglar elde edildi.

Istatistiksel analizlere gore; caligma kapsaminda incelenen gruplar arasinda
dagilimin normallik varsayimi Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlendi. Verilerin
normallik dagilimlart miR-423-5p i¢in (Kolmogorov-Smirnov Z=4,731; p<0,05); miR-
664b-5p i¢cin  (Kolmogorov-Smirnov ~ Z=5,619; p<0,05) hesaplandi. Bu
degerlendirmelere gore gruplar normal dagilim gosterdikleri ve alt gruplar icinde
hesaplama yapilmasi istendiginden ve toplam bes alt grup olmalarindan dolay1, verilerin

coziimlenmesinde post-hoc ANOVA testi kullanildi.

ANOVA testi ile yapilan degerlendirmeye gore hasta ve kontrol gruplari
arasindaki 2*“" degerleri baz alinarak yapilan hesaplamalarda miR-423-5p ve miR-
664b-5p ifade diizeylerinin, hasta grubunda saglikli kontrollere gore istatistiksel agidan
yiiksek diizeyde anlamli oldugu goriildii (p=0,000). Yapilan ANOVA testi sonrasi,
hangi gruplar arasinda anlamlilik oldugunu daha detayli gorebilmek i¢in Post-Hoc
Tukey HSD testi uygulandi. Bu testin sonuglarina gore, saglikli kontroller ile over
kanserli, over ve meme kanserli, over ve endometriyum, over ve diger tiimori bulunan
hasta gruplar1 arasinda her iki miRNA i¢in de istatistiksel agidan anlamli bir fark oldugu
gortildii (p=0,000). Bu gruplar arasindaki iliski (Tablo 4-1)’de detayli olarak gosterildi.
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Bagimh Grupl Grup?2 Ortalama Standart P Degeri %95 Giiven Arahgi
Degisken Farla Hata Altsinir Ust siir
. ,000*
miR-423-  Kontrol ' Over ve meme @ -1,3125* ,0989 -1,585 -1,040
5p Grubu Kanserleri
,000*
Sadece Over -1,4757* ,0518 -1,618 -1,333
Kanseri
*
Over ve -1,5000* ,2621 ,000 -2,221 -, 779
endometriyum
kanserleri
e ,000*
Over ve Diger -1,0000* ,1543 -1,424 -,576
Kanserler
. ,000*
miR- Kontrol = Over ve meme -1,56250* ,09508 -1,8240 -1,3010
664b-5p Grubu kanserleri
,000*
Sadece Over -1,65049* ,04976 -1,7873 -1,5136
Kanseri
,000*
Over ve -2,00000* ,25187 -2,6928 -1,3072
endometriyum
kanserleri
Over ve Diger -1,00000* ,14830 ,000* -1,4079 -,5921
Kanserler

Tablo 4-1: ANOVA Sonugclar. *istatistiksel olarak anlamh (p<0,05)

Calismada hasta ve kontrol grubunda yapilan deneysel islemlere ait verilerin
analiz sonuclar sirasiyla asagida verildi. Saglikli kontroller ile over kanserli, over ve
meme kanserli, over ve endometriyum, over ve diger timorii bulunan hasta gruplar
arasinda her iki miRNA i¢in de istatistiksel a¢idan anlamli bir fark oldugu goriildi

(p=0,000). Bu gruplar arasindaki iliski (Tablo 4-1)’de detayli olarak gosterildi.

4.1. Hastalarm  BRCA Mutasyon Varhi@ ile Ekspresyon Diizeylerinin
Karsilastirmasi

Hastalarimizin sonuglarini BRCA mutasyon varlifina gore degerlendirdigimizde

(Tablo 4-2), miR-423-5p ekpresyonunun, BRCA mutasyonu agisindan pozitif olan
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hastalarin  %52(13/25)’sinde artarken, %48(12/25)’inde azaldigi saptandi. BRCA
mutasyonu ac¢isindan negatif olan hastalarda ise miR-423-5p ekspresyonunun,
%57,8(59/102)’inde arttig1, %42,2(43/102)’sinde azaldig1 goriildii. Genel olarak miR-
423-5p’nin BRCA mutasyonu agisindan pozitif ve negatif grupta aym dagilimi
gosterdigi tespit edildi.

BRCA mutasyon varligi ile miR-664b-5p ekspresyonu arasinda bir karsilastirma
yapildigindan miR-423-5p’den farkli olarak, miR-664b-5p’nin BRCA mutasyon
acisindan gerek negatif gerekse pozitif vakalarin ¢ogunda azaldigr azaldig1 saptandi.
Buna gore miR-664b-5p BRCA mutasyonu acgisindan pozitif olan hastalarin
%36(9/25)’sinda artarken, %64(16/25)’tinde azalmig; BRCA mutasyonu agisindan
negatif olan hastalarin ise %39,2(40/102)’sinde ekspresyon diizeyinde artis gézlenirken,
%60,8(62/102)’inde azalis gbzlemlendi.

miR-423-5p mMiR-664b-5p
BRCA Artms Azalms  Artms Azalms Toplam
n(%o) n(%o) n(%o) n(%o) n(%o)
POZITIF 13(%52) 12(%48)  9(%36) 16(%64) 25(%19,6)

NEGATIF 59(%57,8) 43(%42,2) 40(%39,2) 62(%60,8) 102(%80,3)

Toplam 72(%56.7)  55(%43,3) 49(%38,5) 78(%61,5) 127

Tablo 4-2: BRCA durumlarn ile Ekspresyon Diizeyleri Arasindaki Iliski

4.2. Hasta ve Kontrol Grubundaki Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastirilmasi
Saglikli kontroller ile over kanserli hasta gruplar1 arasinda yapilan istatistiksel
karsilastirmada her iki miRNA’ya ait ekpresyon diizeylerinde istatistiksel anlamlilik
saptand1 (p=0,000). miR-423-5p ekspresyonunun over kanserli hastalarda kontrol
grubuna gore 2,35 kat arttig1 saptandi. Over kanser grubu i¢indeki bazi hastalar ikincil
kanserlere sahipti. Buna gore bazi hastalar ayni1 anda over ve meme kanserine, bazi
hastalar over ve endometriyum kanserine, bir grubu ise over kanserine ilave olarak bir
baska ikincil kanser tanisina daha sahiplerdi. Over kanserli hasta alt gruplarinin kontrol
grubu ile yapilan karsilastirilmasinda hem over hem de meme kanserine birlikte sahip
olan hastalarda miR-423-5p ekpresyon diizeyinin 3,65 kat, hem over ve hem de diger

kanserli hastalarda miR-423-5p ekspresyonu 4,69 kat arttigi1 saptanirken, hem over hem
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de endometriyum kanserini birlite tasiyan hastalarda miR-423-5p ekspresyon diizeyinin
0,58 kat azalmis oldugu saptandi (Sekil 4-1).

Tim over kanserli hastalar kontrol grubu ile karsilastirildiginda miR-664b-5p
ekspresyonunun 2,47 kat artigi goriildii.. Bu miRNA icin over kanserli hasta alt
gruplarinin kontrol grubu ile yapilan karsilagtirlmasinda hem over hem de meme
kanserini birlikte sahip olan hastalarda miR-664b-5p 1,95, hem over ve hem de diger
kanserli hastalarda miR-664b-5p ekspresyonu 2,95 kat arttigi saptanirken, hem over
hem de endometriyum kanserini birlikte tasiyan hastalarda miR-664b-5p
ekspresyonunun 0,27 kat azalis gosterdigi belirlendi (Sekil 4-2).

miR-423-5p
5
4
3
2
H miR-423-5p
| .
0 T T T - T 1
-1
kontrol over kanser over ve meme over ve over ve diger
tanili hastalar kanser tanili endometriyum kanser tanil
hastalar kanser tanih hastalar
hastalar

Sekil 4-1: miR-423-5p ekspresyon diizeyinin over kanseri ve over kanserli
hastalarin alt gruplarindaki dagilimlari.
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miR-664b-5p
3,5
3
2,5
2
1,5
1 H miR-664b-5p
015 l
0 T T T - T 1
-0,5
kontrol over kanser over ve meme over ve over ve diger
tanili hastalar kanser tanih endometriyum kanser tanili
hastalar kanser tanili hastalar
hastalar

Sekil 4-2: miR-664b-5p ekspresyon diizeyinin over kanseri ve over kanserli
hastalarin alt gruplarindaki dagilimlar

miR-423-5p ve miR-664b-5p’nin ekspresyon durumlari, ¢alismaya dahil edilen
tim over kanserli hasta gruplar1 acisindan degerlendirildiginde; hastalarin
%43,3(55/127)’tinde  miR-423-5p’nin ekspresyonu azalirken, %56,7(72/127)’sinde
arttign ~ gozlendi.  miR-664b-5p’nin  ekspresyonu  toplam 127  hastanin
%61,5(78/127)’inde azalmisken, %38,5(49/127)’inde artmistir (Tablo 4-3).

miR-423-5p ve miR-664b-5p’nin ekspresyon durumlarinin over kanseri ve over
kanser alt gruplarindaki dagilimi degerlendirildiginde; toplam 127 over kanser tanili
hastadan sadece over kanser tanist almis ve baska bir primer tliimorii bulunmayan hasta
sayist 103’tii. Bu hastalarin  %52,4(54/103)’tinde miR-423-5p ekspresyonu artisi
gozlenirken, %47,6(49/103)’sinda azalma saptanmigtir. Hem over hem de meme kanser
tanis1 almis grupta miR-423-5p ekspresyon diizeyinin hastalarin %68,8(11/16)’inde
arttign  gortiliirken, %31,2(5/16)’sinde azaldigr gorilmistir. Hem over hem de
endometriyum kanseri olmak tiizere iki farkli primer kanser tanisi olan hastalarda miR-
423-5p ekspresyonu hastalarin %50 (1/2)’sinde artarken, diger %50 (1/2)’sinde azaldig

gorilmistiir. Over kanseri ile birlikte meme ve endometriyum hari¢ ikinci bir primer
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tastyan hastalarin hepsinde yani %100 (6/6)’de miR-423-5p ekspresyonunun arttigi
tespit edilmistir (Tablo 4-3).

mMiR-664b-5p ekspresyonu agisindan ise toplam 127 over kanser tanili hastadan
sadece over kanser tanis1 almis ve baska bir primer timorii bulunmayan 103 hastanin
%35(36/103)’inde miR-664b-5p ekspresyonu artmisken, %65(67/103)’inde azalmistir.
Hem over hem de meme kanser tanili hasta grubunda hastalarin %43,8(7/16)’inde miR-
664b-5p ekspresyon diizeyinin arttigt gozlenirken %56,2(9/16)’sinde azaldigi
saptanmistir. Hem over hem de endometriyum kanser tanili hastalarda ise miR-664b-5p
ekspresyonunun hastalarin yarisinda artarken diger yarisinda azaldig goriilmiistiir. Over
kanseri ile birlikte meme ve endometriyum hari¢ ikinci bir primer tasiyan hastalarin

hepsinde miR-664b-5p ekspresyonunun arttigi saptanmustir (Tablo 4-3).

miR-423-5p miR-664b-5p
Tam Artmis Azalms Artms Azalms Toplam

n(%o) n(%o) n(%o) n(%o) n(%o)
Sadece  Over 54(%52,4)  49(%47,6)  36(%35) 67(%65) 103(81,1)
Kanseri
Over Kanseri + 11(%68,8)  5(%31,2) 7(%43,8)  9(%56,2) 16(%12,6)
Meme Kanseri
Over Kanseri+ 1(%50) 1(%50) 0(%0) 2(%100) 2(%1,6)
Endometriyum
Kanseri
Over Kanseri + 6(%2100) 0(%0) 6(%2100) 0(%0) 6(%4,7)
Diger kanserler

72(%56.7)  55(%43,3)  49(%38,5) 78(%61,5) 127

Toplam

Tablo 4-3: miR-423-5p ve miR-664b-5p ekspresyon durumlarinin over kanseri ve over
kanserli hastalarin alt gruplar arasindaki iliskisi
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4.3. miRNA Ekspresyon Diizeylerinin Hastalarin  Klinik  Ozellikleri 1le
Karsilastirilmasi

miR-423-5p ekspresyon durumunu hastalarin klinik evre ozelliklerine gore
degerlendirdigimizde (Tablo 4-4); toplamda hastalarin %43,3(55/127)’tinde ekspresyon
seviyesi azalmisken, %56,7(72/120)’sinde ekspresyon seviyesi artmistir. Detayli olarak
baktigimizda; ileri evre (Evre 3-4) over kanserli hastalarda %42,9(39/91) hastada
ekspresyon seviyesi azalmigken, %57,1(52/91) hastada ekspresyon seviyesinin artmis
oldugu gozlemlendi. Erken evre (Evre 1-2) over kanserli hastalarda ise %44,4(16/36)
hastada ekspresyon seviyesi azalmis, %55,6(20/36) hastada ekspresyon seviyesi

artmistir.

mMiR-664b-5p ekspresyon durumunu hastalarin klinik evre ozelliklerine gore
degerlendirdigimizde; toplamda hastalarin %61,5(78/127)’linde ekspresyon seviyesi
azalmigken, %38,5(49/120)’sinde ekspresyon seviyesi artmustir. Detayli olarak
baktigimizda ise; ileri evre (Evre 3-4) over kanserli hastalarda %63,7(58/91) hastada
ekspresyon seviyesi azalmigsken, %36,3(33/91) hastada ekspresyon seviyesinin artmis
oldugu goézlemlendi. Erken evre (Evre 1-2) over kanserli hastalarda ise %55,6(20/36)
hastada ekspresyon seviyesi azalmis, %44,4(16/36) hastada ekspresyon seviyesi

artmistir.

miR-423-5p ekspresyon durumunu hastalarin patolojik evre 6zelliklerine gore
degerlendirdigimizde; toplamda hastalarin %43,3(55/127)linde ekspresyon seviyesi
azalmisken, %56,7(72/120)’sinde ekspresyon seviyesi artmigtir. Detayli olarak
baktigimizda; ileri evre (Evre 3) over kanserli hastalarin %41,9(36/86)’inde hastada
ekspresyon seviyesi azalmigsken, %58,1(50/86) hastada ekspresyon seviyesinin artmis
oldugu gozlemlendi. Erken evre (Evre 1-2) over kanserli hastalarda ise %46,3(19/41)
hastada ekspresyon seviyesi azalmis, %53,7(22/41) hastada ekspresyon seviyesi

artmastir.

mMiR-664b-5p ekspresyon durumunu hastalarin patolojik evre 6zelliklerine gore
degerlendirdigimizde; toplamda hastalarin %61,5(78/127)’tinde ekspresyon seviyesi
azalmisken, %38,5(49/120)’sinde ekspresyon seviyesi artmistir. Detayli olarak
baktigimizda; ileri evre (Evre 3) over kanserli hastalarin %61,6(53/86)’inde hastada

ekspresyon seviyesi azalmigsken, %38,4(33/86) hastada ekspresyon seviyesinin artmis
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oldugu gozlemlendi. Erken evre (Evre 1-2) over kanserli hastalarda ise %61(25/41)

hastada ekspresyon seviyesi azalmig, %39(16/41) hastada ekspresyon seviyesi artmustir.

miR-423-5p ekspresyon durumunu hastalarin histolojik grad ozelliklerine gore
degerlendirdigimizde; Gradl over kanserli hastalarin %56(14/25)’inde ekspresyon
seviyesi azalmisken, %44(11/25)’tinde ekspresyon seviyesinin artmis oldugu
gozlemlendi. Grad2 over kanserli hastalarin %41,7(10/24)’inde ekspresyon seviyesi
azalmig, %58,3(14/24)’iinde eckspresyon seviyesi artmistir. Grad3 over kanserli
hastalarin  %39,8(31/78)’iinde ekspresyon seviyesi azalmis, %60,2(47/78)’tinde

ekspresyon seviyesi artmistir.

miR-664b-5p ekspresyon durumunu hastalarin histolojik grad 6zelliklerine gore
degerlendirdigimizde; Gradl over kanserli hastalarin %72(18/25)’linde ekspresyon
seviyesi azalmigsken, %28(7/25)’linde ekspresyon seviyesinin artmis oldugu
gozlemlendi. Grad2 over kanserli hastalarin %58,4(14/24)’tiinde ekspresyon seviyesi
azalmis, %41,6(10/24)’sinde ekspresyon seviyesi artmistir. Grad3 over kanserli
hastalarin %59(46/78)’unda ekspresyon seviyesi azalmig, %41(32/78)’linde ekspresyon

seviyesi artmistir.

miR-423-5p ekspresyon durumunu hastalarin  timor boyutuna  gore
degerlendirdigimizde; tiimor boyutu 2 cm’den kiiciik olan over kanserli hastalarin
%46,4(13/28)’sinda ekspresyon seviyesi azalmigken, %53,6(15/28)’inde ekspresyon
seviyesinin artmis oldugu gézlemlendi. Tiimor boyutu 2 cm’den biiyiik veya 2 cm olan
over Kkanserli hastalarda ise %42,5(42/99)’iinde ekspresyon seviyesi azalmis,

%57,5(57/99)’unda ekspresyon seviyesi artmistir.

miR-664b-5p ekspresyon durumunu hastalarin timoér boyutuna  gore
degerlendirdigimizde; tiimdr boyutu 2 cm’den kiiciik olan over kanserli hastalarin
%57,2(16/28)’inde  ekspresyon seviyesi azalmisken, %42,8(12/28)’iinde hastada
ekspresyon seviyesinin artmis oldugu gézlemlendi. Tiimor boyutu 2 cm’den biiyiik veya
2 cm olan over kanserli hastalarda ise %62,7(62/99)’inde ekspresyon seviyesi azalmis,

%37,3(37/99)’sinda ekspresyon seviyesi artmistir.

miR-423-5p ckspresyon durumunu hastalarin  tedavi yOntemlerine gore
degerlendirdigimizde; cerrahi uygulanmis hastalarin %44,3(54/122)’sinde ekspresyon
seviyesi azalmigken, %55,7(68/122) hastada ekspresyon seviyesinin artmis oldugu,
cerrahi uygulanmamis hastalarin  yalmizca %20(1/5)’inde ekspresyon seviyesi
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azalmigken, %80(4/5)’sinda ekspresyon seviyesinin artmig oldugu goézlemlendi.
Kemoterapi uygulanmis hastalarin ~ %43,6(51/117)’sinde  ekspresyon  seviyesi
azalmigsken, %56,4(66/117)’sinde ekspresyon seviyesinin artmis oldugu, kemoterapi
uygulanmamis  hastalarin =~ %40(4/10)’tinde  ekspresyon  seviyesi  azalmisken,
%60(6/10)’tinde ekspresyon seviyesinin artmis oldugu gozlemlendi. Radyoterapi
uygulanmis  hastalarin ~ %33,4(5/15)’unda  ekspresyon  seviyesi  azalmisken,
%66,6(10/15)’unda ekspresyon seviyesinin artmis oldugu, radyoterapi uygulanmamis
hastalarin %44,6(50/112)’inde ekspresyon seviyesi azalmisken, %55,4(62/112)’inde

ekspresyon seviyesinin artmis oldugu gézlemlendi.

miR-664b-5p ekspresyon durumunu hastalarin tedavi yontemlerine gore
degerlendirdigimizde; cerrahi uygulanmis hastalarin %62,3(76/122)’tinde ekspresyon
seviyesi azalmigken, %37,7(46/122) unda ekspresyon seviyesinin artmis oldugu, cerrahi
uygulanmamis  hastalarin ~ %40(2/5)’sinda  ekspresyon  seviyesi  azalmisken,
%60(3/5)’inde  ekspresyon seviyesinin artmis oldugu gozlemlendi. Kemoterapi
uygulanmis  hastalarin =~ %58,1(68/117)’inde  ekspresyon seviyesi azalmigken,
%41,9(49/117) tinde ekspresyon seviyesinin artmis oldugu, kemoterapi uygulanmamis
hastalarin ~ %100(10/10)’unda  ekspresyon seviyesi azalmisken, %0(0/10)’inda
ekspresyon seviyesinin artmis oldugu gozlemlendi. Radyoterapi uygulanmis hastalarin
%60(9/15)’inde  ekspresyon seviyesi azalmisken, %40(6/15)’sinde ekspresyon
seviyesinin artmis oldugu, radyoterapi uygulanmamis hastalarin %61,6(69/112)’inde
ekspresyon seviyesi azalmigsken, %38,4(43/112)’inde ekspresyon seviyesinin artmis

oldugu gozlemlendi.

Klinik Ozellikler miR-423-5p miR-664b-5p

Ekspresyon artmuis azalmis artmis azalmis Toplam
Durumu

YAS n(%o) n(%o) n(%o) n(%o) n(%o)

[Ortalama  50+10
arahk (25-84)]

<40 yas 10(%13,9) 6(%11)  6(%12,2)  10(%12,8) 16(%12,5)



>=4() yas
Toplam
Klinik Evre
Evre 1

Evre 2

Evre 3

Evre 4
Toplam
Patolojik Evre
Evre 1

Evre 2

Evre 3
Toplam
Histolojik Grad
Grad 1
Grad 2
Grad 3
Toplam
Timor Boyutu

<2cm

62(%86,1)

72(%56.7)

12(%17)
8(%11,1)
48(%66,7)

4(%5,5)

72(%56.7)

11(%15,3)
11(%15,3)

50(%69,4)

72(%56.7)

11(%15,3)
14(%19,4)

47(%65,3)

72(%56.7)

15(%21)

49(%89)

55(%43,3)

10(%18)
6(%11)
28(%51)

11(%20)

55(%43,3)

11(%20)
8(%14,5)

36(%65,5)

55(%43,3)

14(%25,5)
10(%18,2)

31(%56,3)

55(%43,3)

13(%23,6)

43(%87,8)

49(%38,5)

6(%12,2)
10(%20,4)
28(%57,2)

5(%10,2)

49(%38,5)

7(%14,2)
9(%12,5)

33(%67,3)

49(%38,5)

7(%14,3)
10(%20,4)

32(%65,3)

49(%38,5)

12(%24,4)

68(%87,1)

78(%61,5)

16(%20,5)
4(%5,2)
48(%61,5)

10(%12,8)

78(%61,5)

15(%19,2)
10(%12,8)

53(%68)

78(%61,5)

18(%23)
14(%18)

46(%59)

78(%61,5)

16(%20,5)

34

111(%87,5)

127

22(%17,3)

14(%11)
76(%59,9)
15(%11,8)

127

22(%17,3)
19(%15)

86(%67,7)

127

25(%19,7)
24(%18,9)

78(%61,4)

127

28(%22)
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>=2 cm 57(%79)  42(%76,4) 37(%756) 62(%79,5) 99(%78)
Toplam 72(%56.7) 55(%43,3) 49(%38,5) 78(%61,5) 127
Tedavi

Cerrahi

Var 68(%94,4) 54(%98,2) 46(%93,9) 76(%97,4) 122(%96)
Yok 4(%5,6)  1(%1,8)  3(%6,1)  2(%2,6)  5(%4)
Toplam 72(%56.7) 55(%43,3) 49(%38,5) 78(%61,5) 127
Kemoterapi

var 66(%91,7) 51(%92,7) 49(%100) 68(%87,1) 117(%92)
Yok 6(%8,3)  4(%7,3)  0(%0) 10(%12,9) 10(%8)
Toplam 72(%56.7) 55(%43,3) 49(%38,5) 78(%61,5) 127
Radyoterapi

Var 10(%13,9)  5(%9) 6(%12,2)  9(%115)  15(%12)
Yok 62(%86,1) 50(%91)  43(%87,8) 69(%88,5) 112(%88)
Toplam 72(%56.7) 55(%43,3) 49(%38,5) 78(%61,5) 127

Tablo 4-4: miR-423-5p ve MiR-664b-5p ekspresyon durumlarimn klinik ve
patolojik ozellikler ile karsilastirilmasi

4.4, miRNA Ekspresyon Durumlarimin Hastalarin Aile Hikayelerine Gore
Degerlendirilmesi

miR-423-5p

degerlendirdigimizde (Tablo 4-5); ailesinde 2 veya 2’den fazla over&meme kanseri

ekspresyon durumunu hastalarin  aile hikayelerine gore
bulunan over kanserli hastalarin %38,6(17/44)’inde ekspresyon seviyesi azalmisken,
%61,4(27/44)’inde ekspresyon seviyesinin artmis oldugu gozlemlendi. Ailesinde 2’den

az over&meme kanseri bulunan over kanserli hastalarda ise %45,8(38/83)’unda
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ekspresyon seviyesi azalmis, %54,2(45/83)’inde ekspresyon seviyesi artmistir.
Ailesinde 2 veya 2’den fazla herhangi tiirde bir kanser bulunan over kanserli hastalarin
%45,7(37/81)’tinde ckspresyon seviyesi azalmisken, %54,3(44/81)’inde ekspresyon
seviyesinin artmis oldugu gézlemlendi. Ailesinde 2’den az kanser bulunan over kanserli
hastalarda ise 9%39(18/46)’sinde eckspresyon seviyesi azalmis, %61(28/46)’unda

ekspresyon seviyesi artmistir.

miR-664b-5p ekspresyon durumunu hastalarin aile hikayelerine goére
degerlendirdigimizde; ailesinde 2 veya 2’den fazla over&meme kanseri bulunan over
kanserli  hastalarin ~ %56,8(25/44)’sinde ~ ekspresyon  seviyesi  azalmigken,
%43,2(19/44)’inde ekspresyon seviyesinin artmis oldugu gézlemlendi. Ailesinde 2’den
az over&meme kanseri bulunan over kanserli hastalarda ise %64(53/83)’inde
ekspresyon seviyesi azalmig, %36(30/83)’sinde ekspresyon seviyesi artmistir. Ailesinde
2 veya 2’den fazla herhangi tiirde bir kanser bulunan over kanserli hastalarin
%53(43/81)’sinde ekspresyon seviyesi azalmigken, %47(38/81)’sinda ekspresyon
seviyesinin artmig oldugu gozlemlendi. Ailesinde 2’den az kanser bulunan over kanserli
hastalarda ise %76(35/46)’inde eckspresyon seviyesi azalmis, %24(11/46)’tinde

ekspresyon seviyesi artmistir.

Aile Hikayesi miR-423-5p miR-664b-5p

Ekpresyon artms azalms artms azalms Toplam
Durumu

Ailede n(%o) n(%o) n(%o) n(%o) n(%o)

Over ve Meme

Kanser Hikayesi

<2 Kisi 45(%62,5)  38(%69) 30(%61,2) 53(%68) 83(%65,3)
>=2 kisi 27(%37,5)  17(%31)  19(%38,8) 25(%32)  44(%34,7)
72(%56.7)  55(%43,3) 49(%38,5) 78(%61,5) 127

Toplam

Ailede Diger

Kanser Hikayesi
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<2 Kisi 28(%38,9) 18(%32,7) 11(%22,4) 35(%44,8)  46(%36,2)

>=2 kisi A4(%61,1)  37(%67,3) 38(%77,6) 43(%55,2)  81(%63,8)

Toplam 72(%56.7)  55(%43,3) 49(%38,5) 78(%615) 127

Tablo 4-5: miR-423-5p ve miR-664b-5p ekspresyon durumlarmnin aile hikayesi ile
iliskisi
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5. TARTISMA

Over kanseri, diinya genelinde kadinlarda en sik goriilen 7. kanser olup, meme
ve serviks kanseri sonrasi en yaygin liclincii kadin kanseridir ve insidans1 100.000'de
10-15'dir. Ayrica diinya ¢apinda kadinlarda en 6liimciil olan 5. kanserdir [12]. Over
timori etiyolojisi hakkindaki bilgiler arttikga, hastaligin tedavisine ilisgkin molekiiler
hedefli tedaviler ve siirecin izlenmesine iliskin molekiiler-biyolojik belirteglerin 6nemi
giderek artmaktadir. Gegtigimiz dekattan bu yana birden fazla kanseri hedef alan, birgok
kiiciik molekillii inhibitorler ve monoklonal antikorlar klinikte kullanilmaktadir.
Bununla birlikte, over kanserinin erken teshisinde, tedavi siirecinde ve terapétiklerin
etkilerinin izlenmesinde daha etkin ve ozgiin biyolojik belirteglere gereksinim
duyulmaktadir [22]. Son yillarda tanimlanan miRNA'lar, over kanserinin etiyolojisinde
yeni ve imit vaad eden molekiiller olarak bildirilmektedir [1]. Over kanserinde miRNA
molekiillerin biyolojik belirte¢ potansiyelleri over kanseri i¢in klinikte kullanimi yaygin
olan CA125 tiimor markeri ile karsilastirilarak Olgiilmiistiir ve over kanserinin erken
teshisinde miRNA’larin daha giiglii bir belirteg olarak bildirilmistir [54]. mIRNA
molekiillerinin ekspresyonlarinin artis1 ya da azalis1 gerek kanser tedavisinde bir ajan
olarak gerekse bir biyolojik marker olarak kullanilma potansiyeli tagimaktadir
[55][56][57]. Ozetle, doku ve kandaki miRNA ekspresyon profilleri olarak over

kanserinin tanis1 ve tedavisi i¢in kullanilabilecek molekiillerdir.

Sunulan tez galismasinda, daha 6nce grubumuz tarafindan yiiksek riskli over
kanserli ailelerde yapilan miRNA ¢alismasindan elde edilen bulgular sonucunda, ailesel
ve sporadik over kanserli hastalarda over kanseri etiyoloji agisindan 6nemli oldugu
saptanan miRNA’lar arasindan se¢ilmis, MIiR-423-5p ve mIiR-664b-5p adli iki
miRNA’nin ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Bu tez ¢alismasinda, s6z konusu
miRNA’larin bir yandan over kanseri etiyolojisi, tanist ve diyagnozundaki yeri
arastirtlirken bir yandan da validasyonlarmin yapilmasi ve over kanserindeki
dagilimlarinin belirlenmesi hedeflendi. Calismada toplamda 127 over kanserli hasta ve
98 saglikli kontrole ait periferik kan lenfositleri kullanildi. Calismamizda, miR-423-5p
ve MiR-664b-5p miRNA’larinin over kanserli vaka ve saglikli kontrollerin periferik kan
lenfositlerinde, hastalarda kontrollere gore her iki miRNA ekspresyonlarinin anlamli
derecede artmis oldugu saptanmistir (p=0,000). Over kanser hasta alt gruplarinda ise her
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iki miRNA i¢in sadece over kanserli, over ve meme kanserli, over ve diger ikincil
tiimorli bulunan hastalarda ekspresyon durumu kontrol grubuna gore yiiksek derecede
artig gosterirken, over ve endometriyum kanserli hastalarda ekspresyon durumu kontrol

grubuna gore azalig gostermistir.

miR-423-5p sonuglarinin literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir. miR423-5p
ekspresyonunun periferik kandaki lenfositlerde degerlendirilmesi ve miR-664b-5p’nin
over kanserindeki varligina iliskin bildirimler ise bu tez calismasi ile ilk kez

tarafimizdan yapilmistir.

Literatiirde kisith sayida over kanserli hasta tiimor dokusu ve hastalara ait plazmada
mMiR-423-5p’nin tanisal bir belirteg oldugu, over kanser metastazi ve progresyonu ile
iligkilendirilmistir [58]. Yine miR-423-5p’nin kolon ve mide kanserlerinde apoptozu
stimule ederek kolon kanser hiicrelerinin proliferasyonunu Onledigi [59], tiimor
baskilayici bir molekiil olan TFFL'i inhibe ederek mide kanser hiicre proliferasyon ve
invazyonunda etkili oldugu bildirmistir [50]. Bundan baska Wan ve ark. miR-423-
5p'nin asirt ekpresyonunun glioma kdk hiicrelerinin apigenin duyarliligini azalttigin
[60], glioma hiicre proliferasyonunu, anjiyogenezini ve in vitro’da invazyonu
kolaylastirdig1 gosterilmistir [64]. Bu iki ¢alisma birlikte ele alindiginda, miRNA’nin
asir1  eksprese oldugu onkojenik kanserlerde, apigenin ile indiiklenen apoptoz
mekanizmasinin ciddi sekilde bozuldugu goriilmiistiir. miR-423-5p’nin glioma kok
hiicrelerinde siklikla asir1 eksprese edildigi ve miR-423-5p inhibitorlerinin kullaniminda
belirgin sekilde artmis apigenin kaynakli apoptozun gelistidigi de bildirilmistir [63].
Bir baska ¢alismada yine miR-423-5p’nin asir1 ekspresyonunun, LAD (Insan mast hiicre
soyu LAD1 ve LAD2) hiicrelerinin koloni olusumunu, hareketliligini, migrasyonu ve
invazyon kapasitesini arttirdigi [61], farelerle yapilan ¢alismalarda ise tiimorijenezi ve
beyin metastazint indiikledigi bildirilmistir [62]. Bu sonug¢lar, miR-423-5p’nin
metastazda vazgecilmez oldugunu, miRNA-423-5p’nin over kanserinde bir timor
baskilayict olarak islev gordiigiinii ve potansiyel olarak negatif bir biyolojik belirteg
olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Tez ¢calismasindan elde edilen sonuglar da
miR-423-5p’nin biyolojik bir belirteg olarak kullanilabilecegi ve metastatik potansiyeli
gosterebilecegi yoniindedir. Kanser Oliimlerinin yaklasik %90’min metastaza bagh

olimler oldugu diistiniiliirse miR-423-5p’nin metastazin énceden tahmin edilmesinde
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bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi, anti-terapotik ajan olarak kullanildiginda ise

metastazi durdurabilecegini diistindiirmektedir.

Calismamizda incelemis oldugumuz bir diger miRNA olan miR-664b-5p ile
ilgili literatiirde yaymlanmig bir ¢aligmada bulunmaktadir. Bu ¢alismada da s6z konusu
MiR-664b-5p’nin bir tiimor baskilayici olarak islev gordiigii ve BRCAL mutasyonlu
triple negatif meme kanserli hastalarda, CCNEZ2'yi hedef alarak kemoterapi
duyarliliginda 6nemli bir role sahip oldugu gosterilmistir [9]. Literatiirdeki tek ¢alisma
olan, BRCA1 mutasyonlu triple negatif meme kanserlerinde yapilan bu ¢alismada miR-
664b-5p’nin ekpresyonunda azalma tespit edilmistir. Over kanserli vakalarin periferik
kan lenfositlerinde yapilan ¢alismamizda genel olarak over kanser hasta grubunda
saglikli kontrollere gore miR-664-5p ekpresyonunun arttifi gézlemlenmistir. Ancak
miR-664b-5p  ekpresyon diizeyi BRCA gen mutasyonu varligina gore
degerlendirildiginde; BRCA mutasyonu pozitif olan grubun %64’tinde azalmis oldugu
goriilmiistiir. Tezin giris ve amag¢ kisminda da belirtildigi gibi grubumuz tarafindan daha
once yapilan preliminer ¢alismada, miR-664b-5p’nin ekspresyon seviyesinin azaldig
tespit edilen over kanser vakasinin BRCAl gen mutasyonu tasiyicist olmasi, meme
kanserli vakalarda yapilan literatiirdeki tek caligma ile ve tez calismasinda BRCA
mutasyonlu hasta alt grubu ile rtiismekte ve bu grupta hastalarin %64’{inde miR-664-
5p ekspresyonunun azaldigr goriilmektedir. Ancak sunulan tez c¢alismasinda diger
calismalardan farkli olarak BRCA mutasyonu agisindan negatif olan over kanserli
vakalarin %60,8’inde de miR-644-5p ekspresyonunda azalma goriilmesidir. Bu bulgular
mMiR-664-5p ekspresyonundaki azalisin BRCA mutasyon varligindan bagimsiz oldugu
diistindiirmektedir.

Calisgmamizda her iki miRNA i¢in hem over hem de endometriyum kanseri

tanist almig hastalarda, gerek miR-423-5p gerekse mIiR-664b-5p ekspresyon
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seviyelerinin azaldigi saptanmistir. Bu sekilde tani alan vaka sayisi az olmakla beraber
her iki miRNA’nin gelecekteki c¢aligmalarda endometriyum kanserli vakalarda
arastirilmas1 uygun olacaktir. Ozetle, bu ¢alismada her iki miRNA molekiiliiniin over
kanseri i¢in non-invaziv biyolojik belirteg olma potansiyeli oldugu anlasilmis olmakla
birlikte s6z konusu molekiillerin tiimdr dokusu iizerinde gosterilmesi ile diyagnostik,
tedavi sirasinda belli araliklarla olgiilmesi ile prognostik yararinin belirlenmesi

gelecekteki ¢alismalarla miimkiin olacaktir.



10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

42

KAYNAKLAR

Li, Y., et al., MicroRNAs in ovarian function and disorders. J Ovarian Res,
2015. 8: p. 51.

Jackson RJ, S.N., How do microRNAs regulate gene expression? . 2007: p.
1:367.

Bennasser, Y., et al., HIV-1 encoded candidate micro-RNAs and their cellular
targets. Retrovirology, 2004. 1: p. 43.

Nicoloso, M.S., et al., MicroRNAs--the micro steering wheel of tumour
metastases. Nat Rev Cancer, 2009. 9(4): p. 293-302.

Calin, G.A. and C.M. Croce, MicroRNA signatures in human cancers. Nat Rev
Cancer, 2006. 6(11): p. 857-66.

Calin, G.A,, et al., Human microRNA genes are frequently located at fragile
sites and genomic regions involved in cancers. Proc Natl Acad Sci U S A, 2004.
101(9): p. 2999-3004.

Calin, G.A,, et al., Frequent deletions and down-regulation of micro- RNA genes
miR15 and miR16 at 13914 in chronic lymphocytic leukemia. Proc Natl Acad
Sci U S A, 2002. 99(24): p. 15524-9.

Reid, B.M., J.B. Permuth, and T.A. Sellers, Epidemiology of ovarian cancer: a
review. Cancer Biol Med, 2017. 14(1): p. 9-32.

Song, W., et al., PARP inhibitor increases chemosensitivity by upregulating
miR-664b-5p in BRCAL1-mutated triple-negative breast cancer. Sci Rep, 2017. 7:
p. 423109.

Xu, B., et al.,, Characterization of microRNA profile in human cumulus
granulosa cells: Identification of microRNAs that regulate Notch signaling and
are associated with PCOS. Mol Cell Endocrinol, 2015. 404: p. 26-36.
https://womentowomenhealthcare.com/ovarian-cysts/female-reproductive-
system_0/.

Statistics, . W.O.C., 2017.

Malvezzi, M., et al., Global trends and predictions in ovarian cancer mortality.
Ann Oncol, 2016. 27(11): p. 2017-2025.

Karim-Kos, H.E., et al.,, Recent trends of cancer in Europe: a combined
approach of incidence, survival and mortality for 17 cancer sites since the
1990s. Eur J Cancer, 2008. 44(10): p. 1345-89.

De Angelis, R., et al., Cancer survival in Europe 1999-2007 by country and age:
results of EUROCARE--5-a population-based study. Lancet Oncol, 2014. 15(1):
p. 23-34.

Bast, R.C., Jr., B. Hennessy, and G.B. Mills, The biology of ovarian cancer: new
opportunities for translation. Nat Rev Cancer, 2009. 9(6): p. 415-28.

Marquez, R.T., et al., Patterns of gene expression in different histotypes of
epithelial ovarian cancer correlate with those in normal fallopian tube,
endometrium, and colon. Clin Cancer Res, 2005. 11(17): p. 6116-26.

Kurman, R.J., Origin and molecular pathogenesis of ovarian high-grade serous
carcinoma. Ann Oncol, 2013. 24 Suppl 10: p. x16-21.

Rossing, M.A., et al., Ovarian tumors in a cohort of infertile women. N Engl J
Med, 1994. 331(12): p. 771-6.



https://womentowomenhealthcare.com/ovarian-cysts/female-reproductive-system_0/
https://womentowomenhealthcare.com/ovarian-cysts/female-reproductive-system_0/

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

43

Reigstad, M.M., et al., Cancer Risk in Women Treated with Fertility Drugs
According to Parity Status-A Registry-based Cohort Study. Cancer Epidemiol
Biomarkers Prev, 2017. 26(6): p. 953-962.

Coetzee, S.G,, et al., Cell-type-specific enrichment of risk-associated regulatory
elements at ovarian cancer susceptibility loci. Hum Mol Genet, 2015. 24(13): p.
3595-607.

Di Leva, G. and C.M. Croce, miRNA profiling of cancer. Curr Opin Genet Dev,
2013. 23(1): p. 3-11.

Bray, F., et al., Cancer Incidence in Five Continents: Inclusion criteria,
highlights from Volume X and the global status of cancer registration. Int J
Cancer, 2015. 137(9): p. 2060-71.

Surveillance  Epidemiology and End Results (SEER) Program
(www.seer.cancer.gov). Seer*Stat Database: Incidence-SEER 18 Regs Research
Data+Hurricane Katrina impacted Louisiana Cases. 2015.

Daly, M.B., et al., Genetic/familial high-risk assessment: breast and ovarian,
version 1.2014. J Natl Compr Canc Netw, 2014. 12(9): p. 1326-38.
Clarke-Pearson, D.L., Clinical practice. Screening for ovarian cancer. N Engl J
Med, 2009. 361(2): p. 170-7.

Kinose, Y., et al., The role of microRNAs in ovarian cancer. Biomed Res Int,
2014. 2014: p. 249393.

Pal, M.K., et al., MicroRNA: a new and promising potential biomarker for
diagnosis and prognosis of ovarian cancer. Cancer Biol Med, 2015. 12(4): p.
328-41.

Hanahan, D. and R.A. Weinberg, Hallmarks of cancer: the next generation.
Cell, 2011. 144(5): p. 646-74.

Pencheva, N. and S.F. Tavazoie, Control of metastatic progression by
microRNA regulatory networks. Nature Cell Biology, 2013. 15(6): p. 546-554.
Ha, M. and V.N. Kim, Regulation of microRNA biogenesis. Nat Rev Mol Cell
Biol, 2014. 15(8): p. 509-24.

Han, J., et al., The Drosha-DGCR8 complex in primary microRNA processing.
Genes Dev, 2004. 18(24): p. 3016-27.

Kim, V.N., MicroRNA precursors in motion: exportin-5 mediates their nuclear
export. Trends Cell Biol, 2004. 14(4): p. 156-9.

Ghanbar Mahmoodi Chalbatani, H.D., Elahe Gharagozlou, Habibollah
Mahmoodzadeh, Elham Zeinalinia, Omaid Rezaeian, Parisa Pilvar, Milad
Ardaneh, Saeed Meghdadi, Fereidoon Memari and Nargesyousefi Rad,
Microrna a New Gate in Cancer and Human Disease: A Review

Lu, J., et al., MicroRNA expression profiles classify human cancers. Nature,
2005. 435(7043): p. 834-8.

Pan, X., Z.X. Wang, and R. Wang, MicroRNA-21: a novel therapeutic target in
human cancer. Cancer Biol Ther, 2010. 10(12): p. 1224-32.

Lin, J., et al., MicroRNA-423 promotes cell growth and regulates G(1)/S
transition by targeting p21Cipl/Wafl in hepatocellular carcinoma.
Carcinogenesis, 2011. 32(11): p. 1641-7.

Arriola, E., et al., Genomic analysis of the HER2/TOP2A amplicon in breast
cancer and breast cancer cell lines. Lab Invest, 2008. 88(5): p. 491-503.
Kontorovich, T., et al., Single nucleotide polymorphisms in miRNA binding sites
and miRNA genes as breast/ovarian cancer risk modifiers in Jewish high-risk
women. Int J Cancer, 2010. 127(3): p. 589-97.



file:///C:/Users/HP/Downloads/www.seer.cancer.gov

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

5l.

92.

53.

o4,

55.

56.

S7.

58.

59.

44

Hu, Y., et al., MicroRNA sequence polymorphisms and the risk of different types
of cancer. Sci Rep, 2014. 4: p. 3648.

Smith, R.A,, et al., A genetic variant located in miR-423 is associated with
reduced breast cancer risk. Cancer Genomics Proteomics, 2012. 9(3): p. 115-8.
Ye, Y. et al, Genetic variations in microRNA-related genes are novel
susceptibility loci for esophageal cancer risk. Cancer Prev Res (Phila), 2008.
1(6): p. 460-9.

Lin, J., et al., Genetic variations in microRNA-related genes are associated with
survival and recurrence in patients with renal cell carcinoma. Carcinogenesis,
2010. 31(10): p. 1805-12.

Bao, B.Y., et al., Polymorphisms inside microRNAs and microRNA target sites
predict clinical outcomes in prostate cancer patients receiving androgen-
deprivation therapy. Clin Cancer Res, 2011. 17(4): p. 928-36.

Chen, Q.H., Q.B. Wang, and B. Zhang, Ethnicity modifies the association
between functional microRNA polymorphisms and breast cancer risk: a HUGE
meta-analysis. Tumour Biol, 2014. 35(1): p. 529-43.

Farazi, T.A., et al., MicroRNA sequence and expression analysis in breast
tumors by deep sequencing. Cancer Res, 2011. 71(13): p. 4443-53.

Boren, T., et al., MicroRNAs and their target messenger RNAs associated with
endometrial carcinogenesis. Gynecol Oncol, 2008. 110(2): p. 206-15.

Hui, A.B., et al., Comprehensive MicroRNA profiling for head and neck
squamous cell carcinomas. Clin Cancer Res, 2010. 16(4): p. 1129-39.

Guan, G., et al., microRNA-423-3p promotes tumor progression via modulation
of AdipoR2 in laryngeal carcinoma. Int J Clin Exp Pathol, 2014. 7(9): p. 5683-
91.

Liu, J., et al., miRNA423-5p regulates cell proliferation and invasion by
targeting trefoil factor 1 in gastric cancer cells. Cancer Lett, 2014. 347(1): p.
98-104.

Wang, Z., et al., Upregulation of miR-2861 and miR-451 expression in papillary
thyroid carcinoma with lymph node metastasis. Med Oncol, 2013. 30(2): p. 577.
Chen, Y.X., et al., [Differential expression analysis of prolactinoma-related
microRNAs]. Zhonghua Yi Xue Za Zhi, 2012. 92(5): p. 320-3.
http://bmi.ana.med.uni-muenchen.de/miriad/miRNA/human/hsa-mir-664b/.
Resnick, K.E., et al., The detection of differentially expressed microRNAs from
the serum of ovarian cancer patients using a novel real-time PCR platform.
Gynecol Oncol, 2009. 112(1): p. 55-9.

Krutzfeldt, J., et al., Silencing of microRNAs in vivo with 'antagomirs’. Nature,
2005. 438(7068): p. 685-9.

Elmen, J., et al., Antagonism of microRNA-122 in mice by systemically
administered LNA-antimiR leads to up-regulation of a large set of predicted
target mRNAs in the liver. Nucleic Acids Res, 2008. 36(4): p. 1153-62.

Kota, J., et al., Therapeutic microRNA delivery suppresses tumorigenesis in a
murine liver cancer model. Cell, 2009. 137(6): p. 1005-17.

Tang, X., et al., miR-423-5p serves as a diagnostic indicator and inhibits the
proliferation and invasion of ovarian cancer. Exp Ther Med, 2018. 15(6): p.
4723-4730.

Jia, W., et al., MicroRNA-423-5p inhibits colon cancer growth by promoting
caspase-dependent apoptosis. Exp Ther Med, 2018. 16(2): p. 1225-1231.



http://bmi.ana.med.uni-muenchen.de/miriad/miRNA/human/hsa-mir-664b/

60.

61.

62.

63.

64.

45

Wan, Y., et al., miR-423-5p knockdown enhances the sensitivity of glioma stem
cells to apigenin through the mitochondrial pathway. Tumour Biol, 2017. 39(4):
p. 1010428317695526.

Sun, G., et al., MiR-423-5p in brain metastasis: potential role in diagnostics and
molecular biology. Cell Death Dis, 2018. 9(10): p. 936.

Mehlen P, P.A., Metastasis: a question of life or death. 2006.

Faroog, U.O.RAM.ARSS.ABAU.Y.SLHW.B.O.AA, Apigenin as an
effective anticancer natural product: Spotlight on TRAIL, WNT/f-catenin,
JAK-STAT pathways, and microRNAs.

Li, S., et al, miR-423-5p contributes to a malignant phenotype and
temozolomide chemoresistance in glioblastomas. Neuro Oncol, 2017. 19(1): p.
55-65.



HAM VERILER

46



FORMLAR

47



48

ETIK KURUL KARARI

/ Tarih ve Sayr: 30/03/2018-121108

A

* B E A c3ycs

0Ny
N "
- .,

GO Uy
“ e e, T.C;
@ @ iSTANBUL UNIVERSITESi
e 45 Onkoloji Enstitiisi Miidiirligi
R s

Say1  :70973125-604.01.01-
Konu :Biisra KURT'un Calismasi hk

iSTANBUL TIP FAKULTESi DEKANLIGINA
(Etik Kurulu)

Enstitiimiiz Temel Onkoloji Anabilim Dalina bagl Kanser Genetigi Bilim Dalinda
Prof.Dr.Hiilya YAZICI'nin, damigmanliginda Yiiksek Lisans egitimine devam eden Biisra
KURT'un, Ailesel ve sporadik over kanserli hastalarda miR423-5p ve miR664b-5p'nin
aragtirilmas1" bashkli Yiksek Lisans Tez galigmasini Enstitiimiizde yapmasi Akademik .
Koordinasyon Kurulumuzca uygun goriilmiis olup, Etik Kurulunuzca degerlendirilmesi igin
bilgilerinizi ve geregini arz ederim.

e-Imzali
Prof. Dr. Ahmet KiZIR
Enstitii Midiiri

edogrulama.aspx?V=BEAIC3YCS
Ayrintili bilgi igin irtibat : Gillay ALAGOZ Dahili : 0212 414 24 34-34150

Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii Capa — 34093 Istanbul
&3

Dodrulamak lgin:http://194.27.128.66/envislon.Sorgula/bel

Tel: 0212 414 24 34 Faks: 0212 534 80 78
e-posta : iuonkoloji@istanbul.edu.tr Elektronik Ag : www.onkoloji.istanbul.edu.tr

Bu belge 65070 sayih Elektronik Imza Kanununu Geregince E-imzaladir.
Degrutamak igin - hitp://194.27.128 GG/envision Sorgula/belgedogrulama.aspx?V-BEAIC2YCS




49

30 03 2018 Tarlhll Akademlk Koordinasyon Kurulu (AKK) Toplanti Karar::
SR e RO R A i R T R R e S A R S R s e e

2) Enstitimiiz 6grencilerinden Biisra KURT’un, “Ailesel ve sporadik over kanserli
hastalarda miR423-5p ve miR664b-5p’nin aragtirllmasr’® baghkl Yiiksek Lisans tez

¢alismasim Prof.Dr. Hiillya YAZICI’'nin, gozetiminde Enstitiimiizde yapmast Akademik -
Koordinasyon Kurulumuzca uygun goriilmiistiir.

Prof. Dr. Abﬁd iZIR Prof. Dr.Sezai VATANSEVER

Bagkan & %

Uye

Prof. Dr. m ERALP Prof. Dr. 3emra DEMOKAN =
Uye Uye
Dog. W L%(KESN Yugr "Dog¢'Dr.Murat OKUTAN
Uye ye
Yard.Dog. Dr. Siileyman BADEMLER i

Uye



50

INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

AILESEL ve SPORADIK OVER KANSERLI HASTALARDA miR-
423-5p ve miR-664b-5p’'NIN ARASTIRILMASI

RLIINALLE RAPORL

wl d 3 «6

BEMNMZERLF ENDERS] NTERMET TRYTNLAR CGERENCIODEVLER
HAYMNARLAR]

IR FATRL AR

Submitted to Istanbul University
. Ciranci Ohdawi %2
ﬂ acikerisim selcuk edu tr:8080 1
amat Kaynadg: Y

. HITIT, Mustafa, KURAR, Ercan and %-1
GUZELOGLU, Aydin. "MikroRNA Biyogenezi®,
Atatirk Universitesi Veteriner Fakiltesi, 2015.

Yaymn

r Submitted to Sakarya Universit
Ogrenci Odaw }I :’r {%1

ovarianresearch.biomedcentral.com < -1
memet Kayragi %

n BASGOL, Sikran and ASLAN, Ergll. "Over
Kanserli Kadinlarda Fertiliteyi Koruyucu
Yaklasimlar ve Hemsirenin Roll®, Hemsirelikte
Egitim ve Arastirma, 2012.

Taym

<a1

edergi.sdu.edu tr



51

OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Adi BUSRA Soyadi KURT
Dog.Yeri |BAHCELIEVLER/IST. Dog.Tar. [10.10.1992
Uyrugu T.C. TC Kim No |22838207888
Email bbusrakurt92@gmail.com Tel 05330281484
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yih
Doktora
Yiik.Lis. Istanbul Universitesi 2019
Lisans Fatih Universitesi 2015
Lise Nakipoglu Cumhuriyet Anadolu Lisesi 2010
Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)
Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)
s - . : Subat 2016-
1. Ingilizce Ogretmeni Adem Celik Haziran2016
2. -
Yabana |Okudugunu N - KPDS/YDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma® | Yazma Puam Puam
Ingilizce | Cok iyi Iyi Cok iyi
Rusca Zayif Zayif Zayif
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam
(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri

Ozel Ilgi Alanlar1 (Hobileri):




