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OZET

Gider Y. miR142-3p’nin Ekspresyon Diizeyinin Over Kanserli Hastalarin Periferik
Dolasiminda Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel
Onkoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. (2020).

Kadinlarda en sik goriilen kanserler meme, tiroid, kolorektal, uterus korpus, akciger ve
over kanseri seklinde siralanmaktadir. Over kanseri, diinya genelinde yilda 150.000'den
fazla olime sebep olmaktadir. Bu kanserin, gec¢ evrede kendini gostermesi ve koti
prognoz ile karakterize olan bir hastalik olmasi vakalarin biiylik ¢cogunlugunun oliimle
sonuglanmasina neden olmaktadir. Over kanserinin tani ve tedavisinde hedef, 6lim
sayisinin azaltilmasi ve yasam kalitesinin artirilmasidir. mikroRNA’lar hedef genler
Uzerinde supresor etki gosteren, 19-24 niikleotit uzunlugunda kodlanmayan RNA’lardir.
miRNA’lar, kanser dahil bircok hastaligin patolojisinde rol almaktadir. miRNA’larin
tanida biyobelirteg¢ adayr olmasi ve tedavide miRNA’y1 taklit eden molekiillerin
inhibitorler olarak kullanilmas: onlarin yeni terapotik hedef ve ajan olarak
kullanilabilecek molekiiller oldugunu gostermektedir.

Grubumuzda daha 6nceden miRNA ile ilgili yapilan onciil arastirmada over kanserinin
tanis1 ve takibinde kullanilacak 99 aday miRNA varligi saptanmistir. Sunulan tez
caligmasinda bu miRNA’lar arasindan miR-142-3p’nin ekspresyon duzeyi daha blyuk
bir over kanser hasta grubu ile kontrol grubunda karsilagtirmali olarak incelendi. 147
hasta ve 100 saglikli kontrol grubunu kapsayan c¢alismada miR-142-3p ekspresyon
duzeyi Real-Time PCR yontemi kullanilarak belirlendi. Over kanserli hasta ve saglikli
kontroller grubunun periferik kan lenfositlerinde saptanan miR-142-3p’nin ekspresyon
dizeyleri arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak degerlendirildi. Over kanser
hastalarinda miR-142-3p ekspresyon diizeyinin saglikli kontrollere gore 2 kattan fazla
arttig1 saptandi ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildi (p=0,00). Bu
sonuclar, over kanser hastalarinin periferik kaninda saglikli kontrollere gore anlamli
derecede yuksek bulunan miR-142-3p’nin over kanserinin erken tanisinda hassas, non-
invaziv bir biyobelirte¢ olabilecegi diisiindirmekle beraber overin benign
hastaliklarinda da ilgili molekiilin arastirllmasi ve degerlendirilmesi igin ileri
arastirmalara gereksinim duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Over kanseri, miR-142-3p ekspresyonu, biyobelirtec.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 34784
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ABSTRACT

Gider Y. Investigation of the Expression Level of miR142-3p in Peripheral Circulation
of Patients with Ovarian Cancer. istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Basic Oncology. Master Thesis. Istanbul. (2020).

The most common cancers in women are breast, thyroid, colorectal, uterine corpus, lung
and ovarian cancer. Ovarian cancer causes more than 150,000 deaths annually
worldwide. The fact that this cancer manifests itself in the late stage and is a disease
characterized by poor prognosis causes the vast majority of cases to result in death. The
target of diagnosis and treatment of ovarian cancer is to reduce the number of deaths
and to increase the quality of life. microRNAs are RNAs that do not encode 19-24
nucleotides in length, de-repressing the target gene translation. miRNAs play a role in
the pathology of many diseases, including cancer. In the preliminary study on miRNA
in our group, 99 candidate miRNAs were found to be used in the diagnosis and follow-
up of ovarian cancer. In the presented thesis study, the expression level of miR-142-3p
among these miRNAs was examined comparatively with a larger ovarian cancer patient
group and control group. In the study, which includes 147 patients and 100 healthy
control groups, the expression level of miR-142-3p was determined using the Real-
Time PCR method. Differences between the expression levels of miR-142-3p detected
in peripheral blood lymphocytes of ovarian cancer patients and healthy controls were
statistically evaluated. It was found that miR-142-3p expression level increased more
than 2 times in ovarian cancer patients compared to healthy controls, and this difference
was found to be statistically significant (p = 0.00). As a result suggest that miR-142-3p
may be a sensitive, non-invasive biomarker in the early diagnosis of ovarian cancer, but
further research is needed to investigate and evaluate the related molecule in ovarian
benign diseases.

Key Words: Ovarian cancer, miR-142-3p expression, biomarker.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 34784



1. GIRIS VE AMAC

Diinya ¢apinda 6nemli bir halk sagligi sorunu olan kanser, dinyadaki her
bolgede ve tim Ulkelerde, morbidite ve mortalitenin 6nemli bir nedenidir. Kanser
insidansini azaltmada ilk stratejik adim kanserden korunma yoniinde yontemler
gelistirmektir. Over kanseri kadinlar arasinda, rahim agzi ve korpus uteri kanserinden
sonra ligiincii sirada yer alan jinekolojik kanserlerden biridir. Yumurtalik kanseri,
diinyada kadinlar arasinda mortalite insidansina gore siralandiginda ikinci sirada yer

alan ve en kotii prognoza sahip bir kanser tiraddr [1].

Over kanseri igin en 6nemli prognostik faktorlerden biri tan1 sirasindaki evredir.
Yuksek mortalite oran1 over kanserin sessiz gelisimine ve zor goruntilenmesi ile
iliskilidir. Timorin asemptomatik olmasi nedeniyle, tani koyulan kadinlarin %75°1 ileri
evrededir. 5 yillik sagkalim erken evre hastaligi olan kadinlarin %70'inden fazlasinda
mimkunken, ileri evre hastalig1 olan kadinlarda bu oran %30’a diismektedir [2] [3].
Hastalarin ¢ogunlugu karin siskinligi, pelvik agri, hazimsizlik, idrar yolu sorunlari,
kabizlik, mide bulantis1 ve kusma gibi belirtiler gostermektedir. Over kanserinin
semptomlar1 gastrointestinal hastaliklarin belirtileriyle Ortiismektedir, bu nedenle
hastalar jinekologlara yonlendirilmemektedir. Ayrica kadinlardaki adet diizensizligi,
yorgunluk ve menopoz belirtileri yaslanmayla iliskili oldugu diistiniildigii icin de
gozardi edilmektedir. Bu belirtilerin ihmal edilmesi ise tanida gecikmeye neden
olmaktadir [3-5].

Over kanserli hastalarin i¢in ¢esitli giincel tedavi segenekleri bulunmaktadir. Bu
tedavi secenekleri neoadjuvan kemoterapi, haftalik kemoterapi, intraperitoneal
kemoterapi ve cerrahi rezeksiyon sayilabilir ve bu tedavi metotlarinin herbiri strekli
giincellenmektedir. Fakat her hasta, kanser alt tipine bagli olarak hiicresel ve molekiiler
cesitlilige sahiptir. Ornegin, miisindz tiimorler KRAS mutasyonlari, yiiksek dereceli
serdz timorler BRCAL/2 mutasyonlart igerir [6]. Bundan bagka son yillarda farkli
kanser tiirlerinde farkli miRNA’larinda farkliliklar gosterdigi bildirilmistir [6].
Gilinlimiizde tiim tedaviler hastalarin klinik 6zelliklerinin yanisira ve kisisel genetik

Ozellikleri g6z 6niinde bulundurularak tasarlanmaktadir.

MikroRNA'lar (miRNA'lar), transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunun

diizenlenmesinde kritik bir rol oynayan, uzunlugu 19-24 nikleotit arasinda degisen



kicuk kodlanmayan bir RNA turudir. Birgok ¢alismada miRNA'larin proliferasyon,
farklilasma, go¢, apoptoz, metabolizma ve stres yanit1 gibi kritik hiicresel siireglerin
diizenlenmesinde Onemli rol oynadigr gosterilmistir. miRNA'larin, hastaliklarin
patogenezinde, 0zellikle kanserde, Kilit dizenleyiciler olarak gorev yaptiklari
bilinmektedir [7]. Timor baskilayict miRNA'lar, hiicre farklilasmasini veya apoptozu
kontrol eden ve boylece tumdr gelisimini 6nleyen onkojenleri ve/veya genleri negatif
olarak inhibe eder. miRNA'lar kanserde prognostik biyobelirtecler ve terapotik hedefler
icin aday molekillerdir. miRNA'larin ve hedef molekillerinin belirlenmesi ile kanser

gelisimi ve metastazinda yeni terap6tik hedef ve ajanlarin gelistirilmesi mimkindir [8].

Hizli ve dogru teshis, kanserin iyilesme sansinin fazla oldugu erken evrelerde
yapildigi zaman kanser hastaligr ile miicadelede ise yaramaktadir. Bu nedenle over
kanseri gibi ileri evrelerde semptom veren hastaliklarda hastaligin erken evrede
yakalanmasi tedavi protokollerinin degismesini ve sagkalimi etkilemektedir. Su an i¢in
over kanseri icin etkili bir tarama testi yoktur, bu nedenle erken tani i¢in temel beklenti

asemptomatik olan kanserin daha iyi tanimlanmasidir [5].

Over kanserinin erken teshisinde, tedavinin se¢iminde ve tedavinin izlenmesinde
hastaliga 6zgii ve hassas biyobelirteglere ihtiyag vardir. Istanbul Universitesi Onkoloji
Enstitiisii, Kanser Genetigi Bilim dalinda daha dnce yapilan tez projesinde (Proje No:
TDK-2016-20140) over kanserinin etiyolojisinde 6nemli olabilecegi belirlenen 99 aday
miRNA saptanmugtir. Aragtirilacak olan miR142-3p bu miRNA adaylar1 arasindan
secilmistir. Onerilen tez ¢alismasinda, 150 sporadik ve ailesel over kanser vakasi ile
hasta grubu ile yas, cinsiyet ve etnik koken olarak eslestirilmis 100 saglikli kisileren
olusan kontrol grubunda miR142-3p molekiliinin ekspresyon duzeyinin non-invaziv

biyolojik belirte¢ niteligi tagiyip tasimadigi arastirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Overin Embriyolojisi ve Anatomik Yapisi

Overler, kadi iireme sisteminin énemli ve ana organlaridir. Ug ana islevi yerine
getirmekle gorevlidirler. Bu gorevlerden birincisi, baslica Ostrojen ve progesteron
hormonlar ile minor hormonlar olan relaksin ve inhibin hormonlarini tiretmek, ikincisi
yenidoganda var olan yumurtalar1 barindirmak ve korumak, dclncilsu ise olasi
fertilizasyon icin ovulasyonu bir baska degisle yumurta salinmasi olay: ile birlikte
tirettigi hormonlarla rahmi gebelige hazirlamaktir. Baslangicta kadin ve erkek gonadlari
herhangi bir farklilik gostermemektedir. Fakat zamanla XX kromozomuna sahip olan
kadinlarda 1.kromozomdaki wnt-4 geni ve X kromozomundaki dax-1 geninin etkisiyle

yumurtaliklarin gelisim evresi baglamaktadir [9, 10].

Overler embriyolojik asamada gonadal sirt (genital ridge), koelemik epitelyum
(mezoderm) ve primordial germ hicreleri (endoderm) olmak Uzere U¢ kaynaktan
meydana gelmektedir. Gonadal sirt, bag dokusunun, kapsiiliin (tunica albugenia) ve
over stromasinin kaynaklandigi  bélimdiir. Mezoderm, folikiill hiicrelerini
olusturmaktadir. Ara mezodermden meydana gelen overler, yiizey boyunca bir germinal
epitel tabakasina sahip medullaya farklilasmaktadirlar. Endoderm, olgunlasmamis ova
hicrelerini (oogonia) Uretmektedir. Bu hiicreler, hindguta (arka bagirsak) ve daha sonra
gelisimin 4. haftasinda olusan gonadal sirtina go¢ etmektedir. Gonadal sirttaki
migrasyonun sonunda, oogonia, bir bag doku tabakasi i¢inde olgunlagsmaya devam
etmektedir. Bu asamalarin tiimii, ilkel over folikiillerinin temelini olusturmaktadir.
Yumurtaliklar olgunlastik¢a asagi kisma iner, ancak erkeklerin aksine, karin bdlgesinde
sona erer (Sekil 2-1). Yumurtaliklar, mezoderm seridi olan gubernaculum'a
baglanmaktadir. Gubernakulumun diger yonii, yumurtaliklarin asag1 inmesini 6nleyerek
uterusa baglamaktadir. Uygun hale gelen over ligamenti, gubernakulumun

kalintilarindan ortaya ¢ikmaktadir [11].

Overler, ovaryan fossa denen boslukta fallop tiiplerine yakin bir sekilde broad ligamente
eklenmis olan uterusun her iki yaninda lokalize olan iki noduler cisimdir. Overleri genis
ligamentlere baglayan peritonun bir wuzantis1 olan mezovaryum tarafindan

desteklenmektedir. Mezovaryum overleri desteklemenin yani sira arteryel ve venoz



damarlarla, lenfatik damarlar1 ve sinirleri de barindirmaktadir. Overler, yasa bagh
olarak indiiklenen gorsel degisimler de gecirmektedirler. Yenidoganda over, pembemsi
renkte 0,3 gr agirhginda, 1,5 cm boyutundadir; yetiskin overi, 4-7 gr agirliginda, 3,5 cm
boyutundadir ve menopoz donemine girdikten sonra atrofik hale gecerek tekrar
kiigtilmektedir. Overlerde yaygin olan asimetrik yapiya gore, sag over sol overden daha
blyuk olmaktadir [12].
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Sekil 2-1: Overlerin anatomik yapis1 [13]

2.1.1. Overin Histolojik Yapisi

Over yiizeyi yasla birlikte skuamdzden kiiboidala degisen basit bir epitel olan
yiizey epitelyumu ile kaphdir. Bu ylizey epitelinin hemen altinda yogun bir bag dokusu
kilifi, tunika albuginea ovarii bulunmaktadir. Overler, dis korteksten ve i¢ medulladan
olugmaktadir. Korteksi, yumurtalik folikulleri, interstisyel bez hucreleri ve stromal
elementleri olusturmaktadir. Kortekste bulunan yumurtalik folikiilleri farkli gelisim
asamalarindadir. En erginden olguna dogru primordial, primer, sekonder, sekonder
vezikuler ve olgun seklinde siralanmaktadir. Korteks, folikiiler gelisimin herhangi bir
asamasinda ortaya ¢ikabilecek atretik folikiiller ad1 verilen dejenere folikiil kalintilarim
da igcermektedir. Korteks, ayn1 zamanda Ostrojen salgilayan interstisyel bez hicrelerini
de icermektedir. Medulla, ¢ok sayida elastik ve retikiiler lif, biiyiikk kan damarlari,

sinirler ve lenfatikleri iceren gevsek areolar bag dokusundan olugsmaktadir. Overin kan



damarlari, lenfatik damarlar ve sinirler ile desteklendigi bolge de hilus olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 2-2) [14].

Tunica albuginea ovarii

Korteks

Primer

Folikl Yizey epiteli

Sekonder
Folikul

Sekonder (vesikuler)

Folikiller Primordial Folikiller

Sekil 2-2: Overin histolojik yapisi [14]
2.2. OVER KANSERI

2.2.1. Over Karsinogenezi ve Heterojenite

Over karsinomu, jinekolojik maligniteler arasinda en yuksek vakaya ve fataliteye sahip
kanserdir. Over kanseri olan kadinlarin genel sagkalimi, 50 yildir degismemekte ve son
20 yilda yapilan tarama g¢aligmalari, sagkalimda fayda saglayamadigini gostermektedir.
Over kanserinin gelisim asamalarinin ve molekiler mekanizmalarinin eksikliklerinin
tamamlanmasi ile, uygun tani ve tedavi yontemleri gelistirilmektedir. Yiksek mortalite
orani, kanserin patogenezinin tam bilinmemesiyle birlikte, tan1 koyuldugunda kanserin
son evreye ulasmis olmasina dayanmaktadir. Over kanseri, orjin hiicre, patolojik derece,
risk faktorleri, prognoz ve tedavi ile farklilasan heterojen bir malignite grubunu
kapsamaktadir [15-17]. Over kanserinin patogenezinin aydinlatilmasindaki ana
problem, bunun tek bir hastalik olmadigi, aslinda heterojen olarak genis capta farkli
klinikopatolojik 0Ozelliklere ve davramiglara sahip farkli tipte tlimorlerden olusuyor
olmasidir [18, 19]. Over kanserleri, hastalik ilerledikge ¢esitli formlarda degisebilen
timorlerdir. 14 hastada yapilan bir ¢alismada, tiimorlerin g¢ogunun metastazdan
metastaza klonal genisleme gegirdigini gostermistir ve bu da anatomik yayilma boyunca

stirekli evrim gegirdigini kanitlamistir. Ayrica, neoadjuvan kemoterapiden sonra primer



timor ornekleri ve tiimorler arasinda sinirli klonal genisleme olmaktadir. Bilateral over
kanserli ve nukslu vakalara gore, tan1 sirasinda mevcut olan bir alt klondan belirgin bir
klonal genisleme goriilmiistiir. Bu heterojeniteye goére hem kopya sayis1 degisiklikleri
hem de mutasyonlar oldukga heterojendir ve birbirinden bagimsizdir. Bugiine kadar
yapilan ¢alismalar, yiksek dereceli ser6z kanserlerinin (HGSC) molekiiler olarak ¢esitli
ve siirekli gelistigini ve genis subklonal yapiya sahip olduklarini gostermektedir [20].
200 y1l oncesinden bu zamana kadar over patogenezine dair ve her bir modelin bir
oncekinin gilincel halini yansittigi ¢esitli modeller Onerilmistir. Klinik, patolojik ve
molekiler genetik ¢alismalara dayanan over kanserinin patogenezi igin Onerilen yeni
modele gore, over tiimorleri Tip I ve Tip II olarak iki genis gruba ayrilmaktadir. Tip |
timorler prekiirsor lezyonlardan olusur ve oOzellikle border-line denen yumurtalik
siirini agmayan tumorlerden meydana gelmektedir. Strekli yumurtlama teorisine goére
hiicreler mutasyona ugrar ve once kist, ardindan kanserlesme gergeklesmektedir. TUmor
kitlesi, sinyal yollarin1 bozan genlerdeki mutasyonlarla iliskilidir ve genetik olarak
kararlidir. Bu molekiiler degisiklikler bir takim morfolojik degisikliklerle sonuglanir.
Once benign durumdan smirl tmori olusturur ve daha sonra sirastyla non-invaziv ve
invaziv diisiik dereceli karsinoma dogru adim adim ilerler. Tip I tiimorlerin aksine, Tip
Il timorler, iyi tanimlanmis Oncii lezyonlarin tanimlanmadigi, hizla biiyliyen, oldukca
agresif neoplazmlardir. “Over kanseri” olarak kabul edilenlerin biiyiik cogunlugu Tip II
kategorisine girmektedir. Tip Il timor grubu tiim yumurtalik kanserlerinin yaklagik
%75'ini ve Olimlerin biiyiik c¢ogunlugunu olusturmaktadir. Prekursor lezyonlar
tanimlanmadigindan, de novo olarak ortaya c¢iktigi diisiniilmektedir. Genetik olarak
kararsizdir ve Tip I’deki mutasyonlara rastlanmamaktadir, ¢ogunlukla mutant p53
genini icermektedirler. Bu timorler, hizlica ekstra-ovaryan bolgelere yayilirlar, nemli
bir kism1 ise periton ve fallop tiipiinde gelismektedir. Baslangicinda bile nadiren
yumurtalikla sinirlidir. Bu nedenle yiiksek dereceli ser6z karsinomda en énemli olay;
hastalig1 diisiik evrede degil, diisiikk hacimde saptamaktir [19, 21].

Tip | over karsinomunu tespit etmeyi amaglayan mevcut tarama yontemlerinin, over
kanserinin heterojen 6zelliginden otiirti, Tip II timorlerde yarar saglamamaktadir. Farkli
over kanseri tirlerinin patogenezinin bilinmesi, potansiyel olarak hedefe yonelik
tedaviler icin terapdtik midahalelere izin verir. Erken teshis ve tedavi yaklagimlarini

Ozellestirmek i¢in bunlar karakterize edilmelidir [21].



2.2.2. Over Kanserinde Epidemiyoloji ve Etiyoloji

2.2.2.1. Epidemiyoloji

Over kanseri mortalite orani yiiksek olan kanserler arasinda bulunmaktadir.
Kadinlarda en sik goriilen kanserler arasinda 7. sirada, jinekolojik kanserler arasinda 2.
sirada yer alir. Yumurtalik kanseri agirlikli olarak 50 yasin {izerindeki, menopoz sonrasi
kadinlar1 etkilemektedir. Her yil diinya genelinde yaklasik 200.000 kadin over kanseri
tanis1 alir ve yaklasik 100.000 kadinin hayati sona ermektedir. 2018 yilinda diinya
capinda 295.414 yeni vakadan ve 184.799 6lumden sorumludur, Tirkiye’de ise 3.729
vaka ve 2.191 oOlimden sorumludur. Over kanseri insidansi tiim diinyada bir¢ok
kanserde oldugu gibi degisiklik gostermektedir (Sekil 2-3). Over kanserinin her tlkede
insidansinin farkli olmasi, over kanserinin olusumunda rol oynayan risk faktorlerine
baglanmaktadir [22]. Insidans oram1 bolgelere gore siralandiginda over kanserinin
Avrupa ve Kuzey Amerika iilkelerinde en yliksek sayiya ulastigi gozlenmektedir.
Vakalarin yaklasik iigte ikilik kismin1 gelismis iilkeler iistlenmektedir. Afrika ise en
diisiik insidans oraninin goriilmesinin yaninda en yiiksek 6liim oranina sahiptir. Bu
oran, geg tan1 ve kompleks tedaviye ulasim zorlugu ile agiklanmaktadir. Afrika kokenli
kadmlar en yiiksek mortalite/insidans oranma (0.71), ardindan Ispanyol asilli olmayan
Beyaz (0.66), Ispanyol (0.55) ve Asyali (0.5) kadnlar gelmektedir [23, 24]. Over
kanserinde mortalite, 1976 yilindan (100.000'de 10.0) 2018 yilina (100.000'de 6.6) tani-

tedavideki iyilesmeler sayesinde % 34 oraninda diismiistiir [25].

Yumurtalik kanserlerinin %90'indan fazlasi epitelyal (ser6z (% 52), endometrioid (%
10), miisin (% 6) veya berrak hiicre (% 6)), %3’ii germ hiicreli tlimorler ve %2’si
sex kord-stromal tumor kokenlidir. Epitelyal over kanserlerinin biiyiik g¢ogunlugu
postmenopozal kadinlarda meydana gelirken, germ hiicreli tiimorler daha geng yas
dagiliminda ortaya ¢ikmaktadir [26].

Germ hiicreli tiimorler, Asya ve Afrika popiilasyonlarinda over kanserlerinin%10-15'ini
olusturmaktadir. Germ hiicreli tlimoérlerin oranlar1 Hispaniklerde en yiliksek ve Amerika
/ Alaska Yerlilerinde en diisliktiir. Germ hiicreli tiimorlerin goriilme siklig1 1995'ten beri
sabit kalirken, seks kordonu stromal tiimorlerinin oranlar1 2004'ten 2014'e aras1 yillik
%2,3’liik artis gostermistir. Bu artisin gercek nedenleri, risk faktorlerinin tamaminin ne

oldugu bilinmedigi i¢in ortaya koyulamamistir [24].
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Sekil 2-3: Diinya’da over kanser insidansi ve mortalite oranlar: [27]

2.2.2.2. Etiyoloji

Diinyada kadinlarda kanser nedenli 6liimlerin 6nemli bir kismini kapsayan over
kanserinde insidans ve mortalite orani iilkeden iilkeye degismektedir. Bu degisikligin
nedenleri istatistiksel c¢aligmalar yoluyla arastirllmaktadir. Yapilan bir dizi
epidemiyolojik ¢alisma genetik, c¢evresel ve yasam stili gibi ¢esitli faktorler
degerlendirildiginde over kanser gelisiminde birden fazla eksojen ve endojen risk
faktoriiniin oldugu tanimlanmustir [28, 29]. Bu riski artiran faktorler beyaz irk, fazla
kilolu ve uzun boylu olmak, >50 yas olmak, infertil olmak, infertilite tedavisi gormiis
olmak, fazla yagl ve lifsiz beslenme stili ve sigara igme aliskanligi, over kisti varligi,
genetik yatkinlik, hormon replasman tedavi ge¢misi, talk pudra kullanim1 ve sosyo-
ekonomik durum seklinde siralanmaktadir. Dogum kontrol ilaglari, tip ligasyonu ve

emzirme ise riski azaltan faktorler arasinda yer almaktadir (Tablo 2-1) [28, 30].



Tablo 2-1: Over kanser riskini artiran faktorler

Genetik Yatkinlik

*BRCA1/2 mutasyonu varlig1
* Aile gegmisinde Over-Meme Ca Oykiisii
*Onarim genlerinde mutasyon
*Lynch Sendromu
Yas

*50-79 yas aralifn

Beslenme Diizeni

+Fazla kafein

+Sut

*Yagli diyet/Yiiksek kolesterol
*Diisiik lif

Demografik 6zellikler

*Japonya disinda sanayilesmis bolgelerde yasamak
*Beyaz 1tk

Ureme Faktorleri

*Menars-Menopoz araliginin uzun olmast

*Hormon Replasman Tedavisi

«Endometriozis

*PCOS

*Cocuk sahibi olmamak ve laktasyon déneminin olmamasi

*Erkek bebek, erken dogum, preeklampsi ve yiiksek bebek agirligi

Maruziyet

* Asbest

*Talk pudrasi
Viral enfeksiyon
*Radyasyon

2.2.3. Over Kanserinde Histopatoloji ve Simiflandirma

En dogru klinik tedavinin planlanma siireci, histolojik karakterizasyon ve
evrelemenin rol aldigi over kanserinin siniflandirilmasi yoluyla gergeklesmektedir. Over
patolojisi, diger jinekolojik hastaliklarin patolojilerine gore en karmasik olandir [31].
Yillardir gesitli siniflandirma sistemleri onerilmis ve gelistirilmistir. 1870’li yillarda
over kanseri tek bir hastalik olarak nitelendiriliyordu. Daha sonra, genomik bilgilerin
kesfinden 6nce genis ¢capta uygulanan bir sistem olan duolistik siniflandirmaya gore “tip
I ve tip II” kanserleri olarak gruplandirilmistir. Ancak bu siniflandirmaya gore

beklenenin aksine tiimorler, histolojik alt tiplerde bile homojen degildir. Tiimérlerin
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evrimi zamanla tanimlanarak molekiiler degisiklikler saptanmistir. Over kanserinin
etiyolojik, histolojik, epidemiyolojik, klinik ve molekiiler 6zellikler agisindan oldukga
heterojen bir hastalik oldugu gozlenmistir ve bu heterojenite kadin iireme sisteminde
bulunan epitel hiicre tiplerine gore revize edilerek tekrar bir siniflandirma onerilmistir
(Sekil 2-4) [32]. Kanserin kokenine ve gelisimine dayanan bir ¢ok molekiiler ve
histopatolojik caligma sonuglarinin bildirilmesinin ardindan, tiimér smiflamasi artik
morfoloji ve genetik ile biitlinlesmektedir. Overler, germ hicreleri, 6zel gonadal stromal
hlcreler ve epitel hiucreleri olmak {izere farkli hiicre tiplerinden olusmaktadir. Kanser,
bu hicre tiplerinin herhangi birinden ortaya ¢ikmaktadir, timorlerin yaklasik %901 ileri
yasta ortaya ¢ikan epitelyal 6zelliktedir, % 2'den az1 daha geng kadinlarda goriilen germ
hiicreli tiimorlerdir. Ostrojen hormonunu (ireten stromal hiicre tiimorleri, over
kanserlerinin yaklasik %]1'ini olusturur [33]. Son siniflandirmaya gore over kanserleri,
cogunlukla diisiik dereceli 6zellik gosteren tip I ve yiiksek dereceli 6zellikte olan tip II
kanserler olmak Uzere iki gruba ayrilmaktadir. Tip | timorler, endometriyozis, fallop
tiipli, germ hiicresi ve ge¢is hiicresi kokenli tiimorlerden olusmaktadir. Tip 1l timorler
ise fallop tuptnden koken alan yiksek dereceli serdz, karsinosarkoma ve farklilasmamis

karsinomadan olusmaktadir [17].

Endometriyozis  Fallop Tupli Germ Hicresi Transizyonel Hiicre Fallop Tipl
EndOI’\:\etrlOld LG serdz Miisindz Misindz HG Serdz
Karsinoma Karsinoma Karsinoma Karsinoma Karsinoma
Bertak ire
Karsinoma Bilinen Tip imminreaktif Tip

SET Tipi Proliferatif Tip
Farkhilagms Tip
Mezenkimal Tip

Karsinosarkoma

Farklilagmamig
Karsinoma

Serdmiisindz
Karsinoma

Sekil 2-4: Over kanserinde siniflandirma [17]
Smiflandirmada degerlendirilmeye alinan molekiiler farkliliklar Tip 1I
tiimorlerin Tip I tiimorlere gore daha agresif, hizli ve k6tii prognoza sahip olmasinda ve

Tip I tiimorlerin diisiik proliferasyonunda ve borderline tiimdrle sinirli kalmasinda
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etkilidir. Sik goriilen ve su ana kadar tespit edilen bu genetik farkliliklar sunlardir: Tip
I’de KRAS-BRAF, ARID1A, PIK3CA, PAX2 ve CTNNB1 mutasyonu, ERBB2 ve MET
amplifikasyonu, RAS/MEK yolagi ve Whnt-catenin yolagi aktivasyonu, PTEN yolagi
inaktivasyonu ve MMR (Mismatch Repair) kaybi seklindedir. Tip II’de TP53, somatik
ve germ BRCAL/2, RB, CDK12, NF1 genlerinde mutasyon, anormal NOTCH3 ve
FOXM sinyalleri, CDKN2A geninde asir1 ekspresyon, HR DDR (Homolog
recombination DNA Damage Response) kaybi CCNE1 ve NOTCH3 aktivasyonu
seklindedir (Sekil 2-5). Tip I de mikrosatellit instabilite goriiliirken Tip II’de kromozom
instabilitesi yaygindir [17, 34].

Epitelyal Over Kanseri

Yitksekdereceli seréz Disik-dereceli seréz Endometrioid Berrak hiicre Misingz
TP53 BRAF ARID1A
ARID1A KRAS
BRCA1/2 KRAS PI3KCA PIZKCA ERBB2 |
NF1 P
MRAS PTEN FTEM
CDK12 ERBBZ2 PPP2ZR1A CTNNB1
Homalog

Rekombinasyon MMR Kaybi PP2RIA

Onanm Genleri

Yaolak degigiklikleri
Pl3/Ras/Notch/Foxh1

Sekil 2-5: Epitelyal over kanseri alt tipleri ve iligkili mutasyonlar [17].

Over tiimoriiniin evrelemesi, hastanin tan1 asamasindaki klinik seyri agisindan
belirleyici rol oynamaktadir [31]. Gunlimuzde over kanserinin evrelemesinde 01 Ocak
2014’te giincellenen FIGO (International Federation of Gynecology and Obstetrics)
evrelendirme sistemi kullanilmaktadir (Tablo 2-2). FIGO tarafindan over, fallop tupi ve
peritoneal kanseri ayni sisteme dahil ederek evreleme revize edilmistir (Sekil 2-6). Bu
sistemde smiflama dort evreye ayrilmaktadir. Birinci ve Uglnci evrenin A, B ve C

tipleri, ikinci ve dordlncl evrenin A, B tipleri mevcuttur [35].
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Tumér bir over veya fallopta (sari) 1 EVREIC1 EVRE 1c3

Intraoperatif sagiima i i :
Malign hiicreler assitlerde veya

peritoneal yikamada bulunur.

Her iki overde veya fallopta (mavi)

7y ) B Mikroskopik |~ g
., Pelvik a1z

“-

EVREIA
Timdr uterus veya fallop
tiplerine yayihr, —

EVRE A1 EVRE IIIA2

Retroperitoneal lenf nodlar pozitif Mikroskopik pelvis

Makroskopik pelvis Makroskopik /{ @) . digt yay '!'m ve

digt yayihm ve - Pelvikagz FeTPOperquneal lenf
retroperitgneal T ' nodu pozitif

lenf nodu pozitif

(ITIB<2 cm, ITIC>2 Evre IVA : Pozitif sitolojiyle
cm) T plevral efiizyon gasterir.

Evre IVB : Karaciger ve/veya
dalak metastaz: ve abdominal
organlara metastaz.

EVRE IB EVREIVA

Sekil 2-6: Revize FIGO Evreleme Sistemi ve Goruntilemede Rolu [36]
Tablo 2-2: FIGO Over Kanseri Evrelemesi 01 Ocak 2014 [35]

EVRE I : Tiimér overlerle simirh
IA : Timor bir overle sinirly, kapsiil intakt, ylizeyde tiimor yok, assit negatif
IB : Tiimdr her iki overde, diger 6zellikler IA gibi

IC : Timdr bir veya her iki overle sinirl

IC1: Cerrahi dokilme
IC2: Cerrahi 6ncesi kapsul ruptirl veya over ylizeyinde timor

IC3: Assitte veya peritoneal yikama sivisinda malign hiicreler

EVRE II : Tiimor, primer peritoneal kanser veya pelvik yayilhmi olan bir veya her iki
overi igerir.

I1A : Uterus ve/veya tuba yayilim
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IIB : Diger pelvik intraperitoneal dokulara yayilim

EVRE I11 : Bir veya iki overde tiimor, pelvis dis1 yayilim, retroperitoneal lenf nodlarina
metastaz

IIIA : Pelvis dist mikroskopik metastaz ve/veya pozitif retroperitoneal lenf nodu

I1AL: Yalnizca pozitif retroperitoneal lenf nodlari

HIA1(1): Metastaz < 10 mm
IIAL(ii): Metastaz >10 mm

IITA2: Mikroskopik pelvis dis1 tutulum ve/veya retroperitoneal lenf nodu pozitif

IIIB: Makroskopik pelvis dis1 peritoneal metastaz < 2cm =+ retroperitoneal lenf nodu tutulumu.
Dalak veya karaciger kapsiiliine yayilim dabhil.

I11C: Makroskopik pelvis dis1 peritoneal metastaz > 2cm =+ retroperitoneal lenf nodu tutulumu.
Dalak veya karaciger kapsiiliine yayilim dahil.

EVRE 1V : Peritoneal metastaz dis1 uzak metastaz
IVA : Pozitif sitolojiyle plevral eflizyon

IVB : Hepatik ve/veya splenik parankimal metastaz, abdomen dis1 organlara metastaz (inguinal
lenf nodu ve abdomen dis1 lenf nodlar1 tutulumu dahil).

2.2.4. Tam

Over kanserinin asemptomatik 0Ozelligi, hastalarin erken tan1 almasini
zorlagtirmaktadir ve tani alan hastalarin %70’1 ileri evreye ulagmistir. Over kanserinin
teshis edilmesinde yararlanilan yontemler arasinda fizik muayene, goriintiileme

sistemleri ve biyobelirte¢ seviyeleri yer almaktadir.

Semptomlar belirsizdir ve gastrointestinal hastaliklarla karigtirllmaktadir. Bu
semptomlar belirgin bir pelvik karin agrisi, artan karin hacmi, siskinlik, erken
doygunluk, sirt agrisi, yorgunluk gibi belirtiler gdzlenmektedir. Bu nedenle tanisal
gorintileme icin oOncelikle fizik muayene ile bulgulari tanimlamak ve hastanin

gecmisini iyi anlamak 6nemlidir [37].

Tam bir fizik muayenede genellikle belirgin karin agrisi ile bagvuran hastalara
karin bolgesinde (asit) sivi birikimi olup olmadigint kontrol etmek icin pelvik muayene
yapilmaktadir. Muayenede over kanserine dair siipheli bulgu bulunursa goriintileme

yontemlerine bagvurulmaktadir [38].

Over kanserinde goruntileme yontemlerinde genellikle ilk olarak ultrason
yapilir ve siklikla pozitron emisyon tomografi (PET) uygulanmaktadir. Kanserin

derecesini ve diger organlardaki metastaz1 tanimlamak i¢in bilgisayarl tomografi (BT)
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ve manyetik rezonans (MR) yapilmaktadir [39]. Akcigerlerde plevral eflizyon sivisinin
varlig1 akciger rontgeni ile tespit edilir. Bunlarin diginda laporoskopi, kolonoskopi ve

biyopsi ile kanserin evresi detaylandirilir.

Es zamanli olarak tam kan sayimi ile serum belirteclerine bakilir ve
degerlendirilecek paneller arasinda kanser antijeni 125 (CA-125) ve insan epididimis
proteini 4 (HE4) bulunmaktadir. CA-125, 30 yil boyunca over kanserinin tanisi ve
izlenmesi igin bir timor belirteci olarak kullanilmis ve ayni zamanda niiks-etkinlik
degerlendirmesi ve izlenmesi i¢in de kullanilmistir. Fakat over kanserine 6zgl
olmaksizin baska durumlarda da yiikselmektedir. HE4 ise over icin en yiksek
ozgiilliige ve pozitif prediktif degere sahiptir. En uygunu CA-125 ve HE4 proteinlerinin
birlikte bakilmasi ve bu degerlerin ROMA (over malignite algoritmasi) indeksi ile
degerlendirilerek over kanseri i¢in en yiiksek duyarliigi ve prediktif degerinin
hesaplanmasidir [40, 41]. Ancak hala ge¢ tan1 almasi nedeniyle hasta kayiplari ¢ok

fazladir. Yeni ve hassas tan1 yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.2.5. Tedavi

Over kanserinin tedavisi baglica kemoterapi ve cerrahiden olusmaktadir.
Bunlarin disinda niiks eden hastalarda ve tedavinin kisisel olmasi agisindan hormonal
tedavi, hedeflenmis tedavi ve immiinoterapi de yararlanilan tedavi yontemlerindendir.
Radyoterapi, bu kanserde kullanilan bir yontem degildir. Cerrahi yontem, timor
evrelemesi ve debulking olarak tanimlanan timor hacminin ¢ikarilmasini igeren iki
ama¢ icin kullanilmaktadir. Genellikle ilk uygulama cerrahidir, ilerlemis olanlarda
kanser ylkunu azaltmak igin 6nce kemoterapi sonra cerrahi uygulama yapilmaktadir.
Kemoterapide standart yaklasim, over kanserinin heterojen yapisi nedeniyle tek
Ozellikte kemoterap6tik ajan kullanilmayip, platin ve taksan kombinasyonuyla tedavi
saglanmaktadir. Erken klinik evrede (I-IT) tan1 koyulan hastalara cerrahi tedavi yeterli
olmaktadir, fakat yiiksek risk grubunda veya tedavi yetersizse postoperatif kemoterapi
yani adjuvan tedavi yapilir. Ileri klinik evrede (III-1V) ise neoadjuvan kemoterapi ile
cerrahi sitorediiksiyon ve kanserli bdlgeye dogrudan erisim igin intraperitoneal
kemoterapi yapilmaktadir [42]. Erken evre kanser hastalarmin prognozu iyidir ve 5
yillik sagkalimi yiiksektir. Ge¢ evre hastalarinda prognostik faktorlerin olmasina

ragmen erken evreye 0zgU belirti vermemesinden dolayr prognozu kotidiir [43].
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Kanserin erken saptanmasina ve tedavi yonetimine yardimci olabilecek prediktif
biyomarkirlarin  kesfedilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Halen, erken donemde
yumurtalik karsinomunun yeterli duyarlilik ve 6zgiilliikle saptanmasinda klinik
kullanimda kanitlanmis tek bir biyobelirte¢ bulunmamaktadir. Bu sorunu ¢dzmek icin,
yeni teknolojiler kullanilarak over karsinomunun erken tespiti i¢in yeni biyobelirteglerin
tanimlanmasi amaglanmistir [44]. Son yillarda mikroRNA’lar iizerine yapilan yogun
caligmalarin yaninda, overe 0zgl biyobelirte¢ olmamasi invaziv olmayan yeni

biyobelirte¢ arayislarini mikroRNAlar lizerine ¢ekmistir [45].

2.3. mikroRNA

Kompleks organizmalarda hiicresel diizenleme, farkli protein kodlayan genlerin
sayis1 ve irilinlerinin birbirleriyle etkilesimi ile sinirli kalmayip, ayn1 zamanda RNA’lar1
iceren karmasik diizenleyici bir ag ile gergeklesmektedir [46]. Genetik faktorler
hastaliklarin patogenezinde Onemli bir rol oynamaktadir, bunun yaninda genetik
lokuslar sanilanin aksine sadece kodlanan bdlgelerde degil, gen ifadesini
duzenleyebilecek  intergenik  ve introgenik ~ bdlgelerde  de bulunur.
mikroRNA(miRNA)’lar transkripsiyon sonrast gen ifadesini diizenleyen 6nemli bir
smiftir [47]. miRNA’lar, toplam RNA’nin yalnizca kiigiik bir kismimt (~% 0,01)
olusturan, yiiksek oranda korunmus, 21-25 niikleotid uzunlugunda ve tek sarmalli
protein kodlamayan RNA sinifidir. miRNA’lar, hedef genlerin 3°UTR (untranslated
region) bolgesine baglanarak translasyonel baskisint veya hedef transkriptin
degradasyonunu uyarmaktadir. ilk miRNA 30 yil 6nce Lee ve ark. tarafindan
Caenorhabditis elegans nematodunda gelisimsel regiilator lin-4'lin tanimlanmasi ile
kesfedilmistir. lin-4in bir proteini kodlamadigi, 22 niikleotid diizenleyici RNA'y1
kodladigint ve LIN-14 proteininin Gretimini kontrol edebildigini gostermislerdir [48,
49]. Ardindan, birgok organizmada binlerce miRNA kesfedilmistir ve son verilere gore
271 tdr icin 48,885 miRNA bilinmektedir. Her miRNA direkt veya indirekt olarak
yaklasik 100 mRNA transkriptini diizenlemektedir; oysa, protein kodlayan tek bir gen
birden fazla miRNA tarafindan duzenlenebilmektedir [44]. Bazi miRNA'lar, olgun
miRNA'nin birden fazla izomerine yol agan heterojen yarilma bolgelerine sahiptir. Her
miRNA'nin yiizlerce hedef genin ekspresyonunu diizenledigi tahmin edildiginden, bir
bitin olarak miRNA yolu, gen ekspresyon kontrolii i¢in kritik bir mekanizmadir [49].

miRNA’larin, hiicre gelisimini, farklilagmasini, proliferasyonunu ve apoptozunu,
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hiicresel sinyalini ve birbirleriyle etkilesimini igeren hemen hemen tiim hiicresel
fonksiyonlart diizenledigi bulunmustur. Gen regiilatorleri gelisim icin gereklidir. Gen
duzenlenmesinde anormal bir durum gergeklestiginde hastalik siirecine gegerek,
karsinogenez gibi patolojik durumlara neden olmaktadir [50]. Yapilan son ¢alismalarda,
kolorektal kanser, over kanseri, kardiyovaskiiler hastalik, kronik lenfositik 16semi,
akciger kanseri ve Fragile X sendromu gibi bir¢cok hastalik ile miRNA’larin arasindaki
baglanti bulunmustur. Bilinen miRNA'larin biiyiik bir kism1 kirilgan bolgelerde veya
kansere bagli genomik bolgelerde bulunur [46, 51]. Cesitli ¢alismalarda, hastalikli
dokularin yani sira gesitli patolojilerde idrar, serum, plazma ve diger viicut sivilarinda
miRNA bulunmus ve bu da onlar1 biyobelirtegler i¢in uygun bir aday haline getirmistir.
miRNA’lar sadece teshis amacl degil, ayn1 zamanda hastalik evresi ve terapotikler igin
oncii biyobelirtegler olarak ortaya ¢ikmaktadir. ideal bir biyobelirteg, hastaliga 6zgii,
hastalik siirecinin baslangicinda saptanabilen, non-invaziv, stabil, tekrarlanabilir ve

bilinen bir mekanizma ile iliskilidir [47].

2.3.1. MikroRNA’larda Fonksiyon ve Biyogenez

mikroRNA’lar cogunlukla somatik dokuda hakim olan kiigiik RNA sinifidir.
miRNA dizileri genomik bolgelerde bulunur. Protein kodlayan genlerin ekzonlarinda,
intronlarinda ve protein kodlamayan diger bolgelerde bulunabilir. Genellikle birkag
miRNA lokusu birbirine yakin oldugunda birlikte kopyalanmaktadir [52]. miRNA
genleri, cogunlukla kanser ile iligkili olan ve kirilgan genomik bdlgelerde bulunur ve bu
da miRNA’larin insan hastaliklarinda yerinin 6nemini vurgulamaktadir. Kan, idrar,
tiikiiriik, gozyasi gibi viicut sivilarinda stabil oldugu dogrulanmis olmakla birlikte, pH
ve 1s1 gibi gesitli uygulamalara dayanikli oldugu da gozlenmistir [48]. Hiicre diginda
plazmada bulunan RNAaz’in aktivitesinden eksozomlar veya Ago2 proteini yoluyla
kendini koruyarak biyobelirte¢ olmaya adaydir [53-55]. miRNA'lar sikica diizenlenir ve
duzenlenmesinde herhangi bir sapma cesitli hastaliklarla iligkilidir. Biyogenezi hem
nikleer hem de sitoplazmik siireglerden olusmaktadir. miRNA'lar, olgun ve fonksiyonel
formlarina ulasincaya kadar, asamali olarak bulyik primer (pri) ve prekursor
transkriptlerden meydana gelmektedir. Tim miRNA'lar, kromozomal DNA'dan RNA
polimeraz Il araciligiyla pri-miRNA'lar olarak bilinen 1-3 kb uzunlugunda, 5’cap ve 3’
poly A kuyruguna sahip olan birincil transkriptlere kopyalanir. Drosha ve DGCR8'den

olusan mikroislemci kompleksi, ¢cok uzun olan pri-miRNA'lari, prekirsér miRNA (pre-
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miRNA) adi verilen ~70 niikleotid uzunlugunda cift sarmalli kok halkali sa¢ tokasi
benzeri yapida islemektedir. Bu pre-miRNA sa¢ tokalari, Ran-GTPase ile kompleks
haline gelir ve Exportin-5 ile ¢ekirdekten sitoplazmaya tasmir. Sitoplazmada
Dicer/TRBP (transaktivasyondan sorumlu RNA baglayici protein) enzim kompleksi
tarafindan ~22 bp rehber miRNA / yolcu miRNA dubleksine ayrilir. Zincirler
birbirinden ayrilir ve ardindan RNA ile indlklenen susturma kompleksinin (RISC)
Argonaute (AGO) proteini ile rehber zincir birlesir ve RISC ile birlesen miRNA,
tamamlayict sekansa sahip mRNA'lara spesifik olarak baglanmaktadir. Sekanslarin tam
veya eksik eslenmesine bagli olarak mRNA degradasyonu veya translasyonel
inhibisyonu ile sonuglanmaktadir (Sekil 2-7). Yolcu miRNA zinciri ise sitoplazmada
degrade olmaktadir [54].

Sitoplazma

Cekirdek
M Dicerl i
l ver - miRNA
. - ALLLAA DUb'CkS
‘ Pri miRNA
RRRRRRRRRnnnnnnRnnn
>
3 ) RISC
Eksportin CO
LU R R
Hedef mRNA
Microprocessor EE- 3 i
i : Pre miRNA
DGCR8 E = Translasyonel mRNA
DROSHA . E - f Saskilama Yikimt
i AAA
o

|

Sekil 2-7: miRNA Biyogenezi [47]
2.3.2. Kanserde miRNA’lar

Onkogenezde mikroRNA'lar, onkogenler ve timdr baskilayici gorevini
ustlenerek  hiicre  proliferasyonunu,  hiicre  farklilasmasini  ve  apoptozu

duzenlemektedirler. miRNA'lar kanserde anormal sekilde eksprese edilir ve
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miRNA'larin diizensizligi protein sentez mekanizmasina dahil edilmesiyle kanser
gelisimine neden olmaktadir [49, 56]. Bircok miRNA'nin kanserli dokularda sagliklilara
kiyasla diizensiz regile edildigi bulunmustur. Tiimoér-saglikli doku ayrimina ek olarak,
miRNA ekspresyonu kanser tipinde, kanser evresinde ve diger klinik degiskenler i¢in de
karakteristiktir. miRNA'larin anormal ekspresyonu bir dizi mekanizmalar yoluyla ortaya
cikmaktadir, bunlar; genomik anomali, epigenetik faktorler, transkripsiyonel diizenleme
ve miRNA islenme asamalarinda diizenlemedir. miRNA'larin ylksek veya diisikk
ekspresyonu hedef mRNA'larin protein iiriiniiniin asag1 veya yukari regiilasyonu ile
sonuclanmasina neden olmaktadir. Bir miRNA'nin direkt hedefi onkogen veya timor
baskilayici ise, bu miRNA’nin regiilasyonu anormal oldugunda kanser nedeni haline
gelmektedir. Bazt miRNA'larin kanserlerde diger miRNA'lardan daha sik deregiilasyona
ugradig1 gozlenmistir [57]. Transkripsiyonel profilleme ve mikrodizi tabanli analizlere
dayali arastirmalar, normal dokulara gore yukar1 veya asagi regiile edilen ¢ok sayida
miRNA dizisini ortaya ¢ikarmistir. Bu miRNA'lar, timor olusumunda anahtar rol
oynamaktadir. Kanserde miRNA’larin rolinl tanimlamak igin yapilan bu ¢alismalarin
ilkinde, farelerde I6semi hiicre hattinin transkriptom analizinde gosterilmistir [58]. miR-
17-92 kiimesi, onkojenik oldugu gosterilen ilk miRNA'lar1 i¢erir. miR-21 ve miR17-92
kiimesi gibi kanserde asir1 ekspresse edilen miRNA'lar olarak tanimlanirken, let-7 ve
miR-34 aileleri de dahil olmak iizere diger miRNA aileleri kanserde siklikla az
ekspresse edilmektedir (Tablo 2-3) [49].

Tablo 2-3: Baz1 miRNA'larnn cesitli kanserlerdeki regiilasyonu [57]

mMiRNA  Regllasyon Kanser Tari

asir1 ekspresyon kolon kanseri

diisiik ekspresyon meme kanseri

diistik ekspresyon prostat kanseri

let-7 diisiik ekspresyon mide tumordi
asir1 ekspresyon rahim leiomyomu
asir1 ekspresyon pankreas kanseri
asir1 ekspresyon hepatoselluar karsinom

. diisiik ekspresyon meme kanseri
miR-9

diistik ekspresyon noroblastom
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miRNA  Regtlasyon Kanser Turd
miR-10b  asir1 ekspresyon meme kanseri
miR-17-  asir1 ekspresyon noroblastom

5p asagl meme kanseri

2.3.3. miR142-3p

miR-142, genomda 17922 bolgesinde bulunmaktadir (Sekil 2-8) [59]. Prekiirsor miR-
142 transkriptinin 3 ve 5’ kolundan sirasiyla miR-142-3p ve miR-142-5p isimli iki
olgun MIRNA’nin kodlandig1r gosterilmistir [60]. miR-142-3p’nin islevleri, c¢esitli
fizyolojik siiregler lizerine yapilan caligsmalarla agiklanmaktadir. Bazi ¢aligmalarda miR-
142-3p’nin  kanserin ayirt edici Ozelligi olan proliferasyonu ve inflamasyonu
engelleyerek tiimor baskilayict olarak islev gordiigii kanitlanmistir [61, 62]. Wang ve
ark’nin yaptiklari ¢aligmaya gére miR-142-3p normal miyeloid farklilagmasinin anahtar
diizenleyicisidir ve miRNA’nin ekspresyon seviyesinde azalma, AML (akut miyeloid
16semi) gelisiminde rol oynamaktadir [63]. Aucher ve ark’nin yaptiklar1 ¢alismada
Kupffer hiicrelerinin miRNA’y1 hepatokarsinom hiicrelerine aktardigin1 bulmuslardir ve
miRNA'larin  makrofajlardan transferi, bu kanserli hicrelerin proliferasyonunu
fonksiyonel olarak inhibe ederek miRNA'nin tiimér biiyliimesine karsi yeni bir savunma
islevi gorebilecegini one siirmiiglerdir [64]. Son yapilan ¢aligmalara gore diisiik seviyeli
miR-142-3p, serviks kanserinde kotii prognoza neden olmaktadir [65], meme
kanserinde WASL genini hedefleyerek invazivligi aktiflestirir [66] ve meme kanseri kok
hicre ozelliklerini glglendirir, in vitro radyosensivitesini artirmaktadir [67]. Yine
kolorektal kanserde de miR-142-3p diisiik seviyededir [68] ve bu kanserde miRNA
CDK4’ti hedefleyerek hiicre biiylimesini engellemektedir [69]. Arastirmacilardan
bazilari miR-142-3p’nin onkogenik o6zelligini kesfetmislerdir. Tan ve ark, prostat
kanserinde iyi prognoz gostergesi olan FOXO1 proteinin  ekspresyonunu
incelemislerdir. MIR-142-3p tarafindan proteinin 3'-UTR bdlgesinin  dogrudan
hedeflenmesi ile FOXO1 ekspresyonunu baskiladigini ve bu baskilamayla hiicre
proliferasyonunu indiikledigini gostermislerdir [70]. ZHOU ve ark tarafindan yapilan
calismaya gore, miR-142-3p’nin TCF7’nin post-transkripsiyonel ekspresyonunu negatif
olarak diizenledigi ve bu deneye gore SW480 kolorektal kanser hiicrelerinde hiicre

proliferasyonunu engelledigi bulunmustur [71]. Zhang ve ark, miR-142-3p'nin insan T
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hlcresi akut lenfoblastik 16semi (T-ALL) hicre dizilerinde asir1 eksprese edildigini ve
miR-142-3p'nin  onkogenik rolund, hedefleyici siklik adenosin  monofosfat
(cCAMP)/protein  kinaz A (PKA) ve glukokortikoid reseptor alfa (GRa) ile
aciklamaktadirlar [72].

Diana-MicroT yazilimlarinda tarama yapildiginda miR-142-3p icin tahmini ve
aralarinda deneysel olarak da dogrulanan 515 hedef gen bulunmaktadir ve miRNA’nin
ongoriilen hedefleri arasinda kanser dahil bircok insan hastaliginda 6nemli bir yere
sahip oldugu anlasilmistir [73]. Fakat yayinlar arasinda over kanseri ve miR-142-3p
arasindaki iliskiyi aciklayan kaynaklar sinirlidir. Ayrica ¢alismamizda, periferik kandan
miR-142-3p seviyelerini genis hasta ve saglikli popiilasyonunda karsilastirip
degerlendiren, over kanserinin tani ve tedavisinde biyolojik belirte¢ ve terapotik hedef
olarak kullanimi potansiyelini arastiran bir calisma bulunmamaktadir. Bir miRNA'nin
hedef kiimesini tanimlamak biyolojik roliinii anlamak i¢in anahtardir. Bilinen hedefler,
mMiRNA terapotikleri gelistirmede kullanilan mMIRNA mimik veya inhibitérin
etkinliginin, belirlenmesi igin en iyi biyobelirtecleri saglar [49].

F6.331.280  |5833127@  [68,33126 58331200 [63,331,240

GTCGTGACCTCCCACATCACAAAGGATGAAATACCTACTCACATGACACK
CAGCACTGGAGGGTGTAGTGTTTCCTACTTTATGGATGAGTGTACTGTGH

hsa-mik-142-3p

Sekil 2-8: miR-142-3p Baz Dizisi [74]



21

3. GEREC VE YONTEM

Tez projesinde kullanilan hasta ve kontrol 6rnekleri, 150 over kanserli hastadan ve 100
saglikli kisiden alinan periferik kan numunelerinden olusturuldu. Hasta ve saglikli
kontrollerden kan 6rnegi almadan 6nce bilgilendirilmis onam formu imzaltildi. Hastalar,
Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Kanser Genetigi Bilim Dali’na basvuranlar
arasindan ve materyalinin aragtima amacli kullanilmasini kabul eden kisiler arasindan
secildi. Saglikli kontol grubu, hasta grubuyla 1rk, yas ve cinsiyet olarak eslestirilmis
ayrica sigara icmeyen ve kendisiyle birlikte en az 3 jenerasyonda kanser hikayesi
bulunmayan saglikli gériinen kisiler arasindan secildi. Tez calismasi i¢in Istanbul Tip
fakiiltesi etik kurulu tarafindan onay alindi (Etik Kurul onay: 07.05.2019 Tarih;
/2029/624 sayil1)). Bu tez c¢alismasi Helsinki Bildirgesi’nin giincel haline gore
yapilmistir.

3.1. Kitler ve Kimyasal Maddeler
Tez calismasinda kullanilan kimyasallarin timii ve ticari olarak temin edilen kitler

tedarikgileriyle birlikte asagidaki Tablo 3-1’de belirtilmistir.

Tablo 3-1: Kullamlan kimyasal maddeler ve kitler

v BIOCHROM - Biocoll Separating Solution (Ficoll)

v EDTA - Etilen-Diamin-Tetraasetikasit

v" SIGMA - Etidyum Bromid (EtBr), Bromfenol Mavisi (BFB)

v' RIEDEL DE HAEN - Etanol

v' ZymoResearch - Quick-RNA™ MiniPrep Kit

v MIRXES - ID3EAL cDNA Synthesis System

v" MIRXES - ID3EAL Individual hsa miRNA3 RT primer 1plex

v MIRXES - ID3EAL Individual miRNA gPCr Assay

v" MIRXES - IDE3EAL miRNA gPCR MasterMix
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3.2. Cihazlar
Tez projesinin deneysel prosediirlerini gergeklestirmek icin kullanilan cihaz ekipmani,

Tablo 3-2’de listelenmistir.

Tablo 3-2: Deneyde kullamlan cihazlar

Distile Su Cihazi (MILLIPORE)

37°C Etiiv (NUVE)

56°C Etiiv (NOVE)

Jel Dokumantasyon Sistemi (BRL)

Manyetik Karistirict (NUVE)

MIC Ger¢ek Zamanli PZR Cihaz1 (Bio Molecular Systems)

Mikrodalga Firin (ARCELIK)

Mikropipetler (GILSON)

S1v1 Azot Tanklar1 (MVY)

Spektrofotometre Nano Drop 2000 (THERMO SCIENTIFIC)

Sogutmasiz Santrifiijler (HETTICH, JOUAN)

Sogutmal1 Eppendorf Santrifiij (HERAEUS)

Termal Dongii Cihazi (TECHNE)

Vorteks (FINEPZR)

Yatay Jel Elektroforez Tanklar1 ve Jel Dokme Sistemleri (BRL)

Yiiksek Hizli Sogutmali Santrifiij (HERAEUS)

-80 Derin Dondurucu (SANYO)

-30 Derin Dondurucu (SANYO)

3.3. Tampon Cozeltiler ve Bilgisayar Programlari

Tez ¢aligmast boyunca PBS Tampon Cozeltisi, BFB Yikleme Tamponu, TEB Tampon
Cozeltisi, Lysis Buffer, 1,5°’lik Agaroz, Buffer R. ve Bilgisayar Programlari
kullanilmigtir. Tampon ¢6zeltiler tablo 3-3’de belirtildigi gibi hazirlanmustir.




Tablo 3-3: Cozelti ve bilgisayar programlari
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10X PBS Tampon Cozeltisi

1 litre igin;

80 g NaCl

2 g KCI

11,5 g Na2HPO4

2 g KH2PO4

10X BEB Yukleme Tamponu

2mL igin ;
%1 SDS
5 mg Bromfenol Mavisi

2 mL Gliserol

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

0.88 M Borik Asit
5 M Tris

0.02 M EDTA (pH :8.00)

1X Lysis Buffer (100mL)

10 mL 10X Lysis Buffer (ABM)

90 mL distile su

%1.5’lik Agaroz Hazirlanmasi

1,5 g Agaroz
100mL 0.5X TEB

5uL Etidyum Bromir (10mg/mL)
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Buffer R.(100mL)

49 mL PBS
2 mL FBS

50 uL EDTA

Etidyum Bromdir: 10 mg/mL

Bilgisayar Programlari
IBM Support SPSS 21.0

3.4. Yontemler

Kapsamli bir literatiir taramasimin sonucunda over kanseri ve miR-142-3p arasindaki
etkilesimi gosteren g¢alismalarin yetersizligi gozoniinde bulundurularak over kanseri
gelisim yolaklarinda etkili olabilecek mikroRNA adaylar1 arasindan calisilacak miRNA,
mir-142-3p olarak secildi. Hasta ve saglikli kontrol kanlar1 toplandi ve ¢aligmaya alinan
ornekler isimlendirilmistir (Tablo 3-4) . Hasta ve saglikli kontrollerden alinan periferik
kanlardan lenfosit hiicreleri elde edildi. Lenfositlerden total RNA izole edildi. Total
RNA’dan ters transkriptaz yontemiyle hedef miRNA’ya 6zgii cDNA sentezlendi.
Calisilan miR-142-3p’nin ekspresyon diizeyi SSRNA referans gen varliginda es zamanl
olarak Gergek Zamanli PZR yontemiyle ¢ogaltildi. Calismada toplam 250 O6rnek
caligildi, referans gen dahil 2 miRNA incelendi. Hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki

mMiRNA-142-3p gen ifade diizeyi, 5S rRNA geni ile karsilagtirilarak degerlendirildi.
Tablo 3-4: Over hasta ve kontrol érneklerinin isimlendirilmesi

OH Over Hastasi

OK Over Saghkh Kontroll

3.4.1. Kandan Lenfosit Izolasyonu
* Dondrden yaklagik 10 mL kan alindi, toplanan kan EDTA’1 tiipe aktarildi ve 1/1

oraninda %0,9’luk NaCl iceren izotonik ile dilte edildi.
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Seyreltilen kan yavas yavas 2 mL Ficoll iizerine pipetle aktarildi. Sogutmali

santrifiijde 1970 RPM’de 30 dk santrifiij edildi.

Santrifiij bittiginde iist fazda plazma, orta fazda opak goériinlimde lenfositler ve
alt fazda eritrositler olmak Uzere (¢ faz gorilir; lenfositler dikkatle pastor pipet
yardimiyla temiz bir tiipe toplandi. 1970 RPM’de 10 dk santrifiij edildi.

Supernatant dokiildii, pellet tizerine 4 mL PBS eklenip pipetaj yapilarak
¢oziildi. Coziilen pellet 1’er mL olacak sekilde 4 Krio tlipe dagitildi.

Krio tiipler 1970 RPM’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant dokiildii.
Elde edilen hicreler -80°C’de 1 giin siireyle inkiibe edildi.

Ardindan Krio tliplerdeki hiicreler, uzun siireli saklanmak iizere s1v1 azotlu hiicre

saklama tankina aktarildi.

3.4.2. RNA lizolasyonu

Hasta ve kontrol drneklerinden elde edilen lenfosit hiicrelerinden total RNA
izolasyonu icin Quick-RNA MiniPrep Izolasyon Kiti (ZYMO RESEARCH)

kullanilmistir. Kit protokoliine gére uygulanan islem asamalar1 sunlardir:

Lenfosit hicreleri azot tankindan ¢ikarildi, ornekler buz iizerinde ¢aligildi.
Uzerine 300 uL RNA Lysis Buffer eklenerek ¢oziilene kadar pipetaj yapildi.
10,000 x g’de 30 saniye santrifuj edildi. Hicre icindeki DNA-RNA agiga
cikarildi.

Icinde RNA bulunan siipernatant alt faza gecer ve alt faz yeni bir tiipe aktarilda.

Uzerine siipernatant ile ayn1 miktarda %95-100’liik etanol eklendi ve karisim
10,000 g’de 30 saniye santrifuj edildi.

Ardindan altta biriken siipernatant dokiildii, filtre tizerine RNA Prep Buffer (400
pL) eklendi. 12.000g’de tekrar santrifiij edildi, biriktirme tlpu icinde toplanan
atik atild.

Filtrenin tlizerine RNA Wash Buffer (700 pL) eklenerek tekrar 12.000g’de
santriftj edildi, biriktirme tiipii iginde toplanan atik atildi. 400 pL RNA Wash
Buffer eklenerek iki dakika 12.000g’de santrifiij edildi.
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Son olarak 100 pL DNAse/RNAse-Free Water eklendi, 1 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra 30 saniye 12.000g’de santriflij edilerek RNA

izole edildi.

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

Tiim RNA’lar kalite kontrol igin %1,5’luk agaroz jelde 160 volt akimda yiiriitildi.
Elektroforez sonucu, yiiriitiilen RNA’da DNA bandinin olmamas1 ve 28S/18S
rRNA’lar1 temsil eden iki major bandin varligi ile CDNA sentezi igin gerekli
olan RNA’larin kalitesi kontrol edildi.

RNA’larin  degrade olmadigindan ve genomik DNA kontaminasyonu
icermediginden emin olduktan sonra saflik ve konsantrasyon 6l¢iimii NanoDrop

2000 Spektrofotometre THERMO SCIENTIFIC kullamilarak degerlendirildi.

RNA orneklerinin safligi, A260 / A280 dalga boyu oranindan degerlendirildi.
Yuksek oranda saf RNA odrnekleri 1.8 - 2.2 araliginda olanlar ¢alismaya dahil
edildi.

Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve Orneklerin Yiiklenmesi

91.5’luk agaroz jel asagida belirtildigi gibi hazirlanda.

1,5 g agaroz tartilip, 100 mL 0.5X TEB tamponu igine koyuldu.

Agaroz tamamen ¢oziilene kadar 3-5 dk mikrodalga firinda uygun araliklarla

karistirilarak kaynatildi.
Homojen hale gelen karisim, yaklasik 50°C’ye kadar sogumasi beklendi.

Agaroza, 5 pL konsantrasyonu 10 mg/mL olan Etidyum bromir ilave edilerek

jel hazirlanda.
Jel, yirmi disli tarak yerlestirilmis jel tepsisine dokildu.

Jele, arastirilan Orneklerin yiiklenebilmesi ig¢in 30 dk kadar oda sicakliginda

polimerize olmasi beklendi.

5 uL RNA o6rnegi, 1 pL 10X BFB (brom fenol mavisi) ile karistirildi ve jelde
bulunan kuyucuklara TBE tamponu iginde yuklendi.
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» 160 volt akimda yiritildi ve UV 15181 altinda bandlar gérintulendi.

3.4.2.2. NanoDrop 2000 Spektrofotometre ile RNA Konsantrasyon Analizi
RNA’larin  6l¢timleri NanoDrop 2000 Spektrofotometre cihazina dille
edilmemis orneklerden 1 pL yiiklenerek yapildi. Izole edilen RNA’nin saflif1 ve
konsantrasyonu 260nm ve 280nm dalga boylarindaki 6l¢iimlerin karsilagtirilmas: ile
belirlendi. Absorbanst 1.8-2.2 OD araliginda olan RNA’lar arastirmaya uygun RNA
ornegi olarak kabul edildi. RNA’nin 260 nm’de vermis oldugu 1 OD’lik absorbans, 40
pg RNA molekiiliine esittir. NanoDrop ile RNA konsantrasyonu Olgiiliirtken RNAnin

sulandirilmasina gerek yoktur.

NanoDrop ile 6él¢ilen RNA konsantrasyonu su sekilde hesaplandi:

RNA konsantrasyonu (png/mL)= ODaze0 X Sulandirma Katsayisi(1) x 40ug

Konsantrasyonu  0Olgiilen RNA’larin  sonraki  yapilacak  ¢alismalarda
kullanildiginda konsantrasyonlarinin esit olmasi gerektiginden hasta ve saglikli kontrol

grubuna ait olan RNA 6rneklerinin 200 ng/uL olacak sekilde sulandirildi.

3.4.3. Komplementer DNA(cDNA) Sentezi

Tiim islemler buz {izerinde yapildi. Komplementer DNA, ticari bir kit olan
ID3BEAL cDNA Synthesis System protokolt ile birlikte miRNA spesifik Ters
Transkriptaz enzimi kullanilarak sentezlendi. Gergek-Zamanli PZR reaksiyonu igin
RNA Ornekleri ¢ozuldii ve vortekslendi. cDNA reaksiyon bilesenleri Tablo 3-5’te
belirtildigi gibi eklendi.Pipetaj yapilip, vortekslendi. 20 uL’lik karigim, ters transkriptaz
reaksiyonunun gergeklesmesi igin, BioRad PCR cihazinda inkiibe edildi. Reaksiyon
42°C’de 30 dakika inkiibasyonu takiben, 95°C’de 5 dakika enzim aktivitesinin ortadan
kaldirilmasini igeren iki agamali reaksiyon ile cDNA sentezi gergeklestirildi (Tablo 3-
6).

cDNA ornekleri -20°C’de muhafaza edildi.
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Tablo 3-5: cDNA reaksiyon bilesenleri

RNA X uL
ID3EAL RT Buffer 2X 5uL
ID3EAL RT Primer | Plex miRNA-142-3p 1 uL

ID3EAL RT Primer | Plex 5s rRNA 1 ulL
ID3EAL Reverse Transcriptase 1 uL
Nikleaz icermeyen dH20 Toplam karisim 20 pL olacak sekilde tamamlanir.

Tablo 3-6: RT reaksiyon dongisu

Dongu  Sicaklik  Sire

1 42°C 30 dk

1 95°C 5dk

3.4.4. gRT-PCR Reaksiyonu

Total RNA izolasyonu ve miRNA o6rneklerinin cDNA sentezinden sonra miR-
142-3p ekspresyon seviyesini 6lgmek icin gercek zamanli kantitatif PCR (qRT-PCR)
reaksiyonlar1 gergeklestirildi. qRT-PCR prosesi, MIC Gergcek-Zamanli PZR Cihazi
(MIC gPCR Cycler) ile, ifade diizeylerinin kontrolii ve hesaplanmasi ise MIC gPCR
Software ile analiz edildi. Over kanser hikayesine sahip hasta grubu ile saglikli kontrol

grubu arasinda gen ekspresyon farkliliklar1 degerlendirildi.

Kantitatif Real Time PCR reaksiyon karisimi ve kosullar1 Tablo 3-7 ve 3-8’de
belirtilmistir.

Tablo 3-7: qPCR reaksiyon bilesenleri (reaksiyon basina)

Bilesenler 20 pL Reaksiyon Bagina Hacim

ID3EAL gPCR Master Mix 10 pL
ID3EAL gPCR Assay 2 uL

Nuclease-free dH20 3uL
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Diliie cDNA (1:10 oraninda) = 5 uL

Tablo 3-8: real-time gPCR thermo-cycling protokolu

Siklus  Sicaklik  Sire Aktivite
1x 95°C 10 dakika  Polimeraz aktivasyonu
40°C 5dakika  Polimeraz aktivasyonu

40x 95°C 10 saniye  Denatlirasyon

60°C 30saniye  Baglanma/Uzama

3.4.5. Biyoistatistiksel Analiz
Istatistiksel analizler yapmak i¢in IBM Support SPSS 21.0 bilgisayar programi
kullanildi.

» Gruplarin ifade diizeylerindeki degisimin kat orani (Fold-Change)
belirtildi.

o Fold-Change oran1 |[FC>2 ve p<0,05 degerleri istatistiksel

anlamliligr ifade eder.

» Mann-Whitney U testi ile hasta ve saglikli kontrol grubuna ait gen
ekspresyon seviyeleri ve gen ekspresyon seviyeleriyle klinik datalar

arasindaki baglanti karsilastirildi.

» Reciever Operator Characteristics Curve (ROC) analizi ile aday biyolojik

belirte¢ olarak belirlenen miR-142-3p’nin tanisal performansi gosterildi.

» Belirlenen gruplardan elde edilen sonuglar arasindaki farklarin 6nemi

Student t testi (Independent-Samples T-Test) ile incelendi.
» Ki-kare ile klinik veriler, kendi aralarinda ikili karsilagtirmalar yapildu.

> Kaplan-Meier testi ile hastalarin sagkalim analizi incelendi.
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Tez calismanuda, Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitlisti, Kanser Genetigi

poliklinigine basvuran hastalar arasindan secilmis 150 over kanserli ve bu hastalarla 1rk,

cinsiyet, yas ile eslestirilen 100 saglikli kontrol grubunun ¢alisilmasi hedeflenmis olup,

RNA Kalitesi kot olan 3 hasta &rnegi elimine edilmistir. Istatistik sonuclar1 147 hasta

(n=147) ve 100 kontrol (n=100) Uzerinden yapilmistir. Hasta ve saglikli kontrol grubuna
ait klinik bilgiler Tablo 4-1 ve Tablo 4-2’de verilmistir.

Tablo 4-1: Hastalarin Klinik Bilgileri

Yas ortalamasi
Tam

Histolojik alt tip

Metastaz

Evre

BRCA tanisi
Tumor boyutu

Tedavi

Menapoz

Sigara

Ozellikler

49,4(50£10)

Over

Over ve meme

Over ve endometrium

Over ve diger kanser

Serdz adenokarsinoma
Ser6z papiller adenokarsinoma
Adenokarsinoma

Seroz

Berrak hicreli adenokarsinoma
Miisin6z

Papiller

Skuamdz hicreli karsinoma
Endometrioid

Var

Yok

I-11

Hi-1v

Negatif

Pozitif

<2

>2

Kemoterapi

Cerrahi

Kemoterapi ve cerrahi

Kemoterapi,radyoterapi ve cerrahi

Premenapoz
Postmenapoz
Evet

Hayir

Hasta Sayis1 (N=147)
147

122

17

3

5

115

10
115
16
68
79
45
103
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Oral kontraseptif kullanimi Evet 45
Hay1r 102

Ailede 4 nesil kanser hikayesi  Evet 127
Hay1r 20

Tablo 4-2: Saghklh kontrollere ait bilgiler

Ozellikler Kontrol Sayis1 (N=100)

Yas ortalamasi 47,9 (48+11) 100

Sigara Evet 0
Hayir 100

Ailede 4 nesil kanser hikayesi Evet 0
Hayir 100

4.1. Gergek-Zamanh PZR Cogalma ve Erime Egrileri

SYBR-Green floresan boyasi kullanilarak yapilan PCR analizi sonucunda erime

egrisi incelendi, cogaltilmak istenen hedef DNA disinda bir bolge veya primer

dimerlerinin varolmadig: saptandi. Sekil 4-1 ve 4-2°de gercek zamanli PCR ile miRNA

ekspresyonunu belirlemek igin ¢ogaltilan 6rneklerin ¢ogalma ve erime egrisi analizleri

verildi.

Fluoresence

Cycle Number
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Sekil 4-1: Over kanserli hasta ve saghkl kontrollerde incelenen miR-142-3p'nin gergek
zamanh PZR egrisi

20

Fluoresence

75 80 85 90 95
Temperature (°C)

Sekil 4-2: Over kanserli hasta ve saghkli kontrollerde incelenen miR-142-3p’nin erime
egrisi
4.2. miR-142-3p’nin Ekspresyon Analiz Sonuglarinin Degerlendirilmesi
miR-142-3p gen ekspresyonunu hesaplamak igin 2° 24t formiilii kullanildi. Ct,
numunelerin esik dongii degerini temsil eder. Her hasta ve saglikli kontrol i¢in ACt ve

AACt degerleri Excel programinda hesaplandi.

ACT= CT (hedef gen) — CT (referans gen)
AACT= ACT (hasta) - ACT (saglikl1 kontrol) ort

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

Bu formiile iliskin hastalarin 2-22¢t degerleri tablo 4-3’te belirtilmektedir.

Tablo 4-3: Hastalara ait 2-22% degerleri

OHO001 | 55,82 OHO008 [ 2,47 OHO014 [ 3,30 OH020 [5,73
OHO002 | 1,07 OHO009 | 4,22 OHO015 | 2,29 OH021 | 25,14
OHO03 | 8,63 OH010 | 1,49 OHO16 | 0,93 OH022 | 1,43
OH004 | 1,19 OHO11 | 14,96 OHO017 | 6,82 OH023 | 3,54
OHO05 | 1,24 OHO012 | 2,63 OHO018 | 3,72 OH024 [ 3,15
OHO06 | 6,30 OHO13 | 0,11 OH019 | 10,91 OH025 | 0,50
OHO007 | 5,73




OHO026
OHO027
OHO028
OHO029
OHO030
OHO031
OHO033
OHO034
OHO035
OHO036
OHO037
OHO038
OHO039
OHO040
OHO041
OHO042
OHO043
OHO044
OHO045
OHO046
OHO047
OHO048
OHO049
OHO050
OHO051
OHO052
OHO053
OHO054
OHO055
OHO056
OHO057

1,86

2,78

14,56

0,46

0,45

6,82

388,23

0,06

3,08

44,36

3,53

18,23

42,88

12,50

28,11

5,60

0,09

7,09

0,01

20,70

7,80

21,67

6,52

1,20

4,69

0,93

3,96

1,54

7,39

1,43

41,39

OHO058
OHO059
OHO060
OHO061
OHO062
OHO063
OHO064
OHO065
OHO066
OHO067
OHO068
OHO069
OHO070
OHO071
OHO072
OHO073
OHO074
OHO075
OHO076
OHO77
OHO078
OHO079
OHO080
OHO081
OHO082
OHO083
OHO084
OHO085
OHO086
OHO088
OHO089

8,58

2,89

22,02

51,04

62,11

0,03

5,24

3,57

12,46

0,04

1,05

5,09

4,11

1,46

8,39

2,08

6,29

0,49

9,50

1,98

7,51

5,13

3,05

11,97

1,72

0,96

0,95

1,77

0,38

4,50

0,61

OHO090
OHO091
OH092
OHO093
OHO09%4
OHO095
OHO096
OHO097
OHO098
OHO099
OH100
OH101
OH102
OH103
OH104
OH105
OH106
OH107
OH108
OH109
OH110
OH111
OH112
OH113
OH114
OH115
OH116
OH117
OH118
OH119
OH120

8,82

5,50

0,50

1,53

3,49

1,28

2,12

8,07

1,43

0,12

1,75

2,92

0,31

1,12

0,49

0,75

9,74

1,30

2,07

0,22

2,35

0,49

1,05

1,30

3,12

1,04

1,62

2,24

4,20

0,55

0,68

OH121
OH122
OH123
OH124
OH125
OH126
OH127
OH128
OH129
OH130
OH131
OH132
OH133
OH134
OH135
OH136
OH137
OH138
OH139
OH140
OH141
OH142
OH143
OH144
OH145
OH146
OH147
OH148
OH149
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1,58

0,76

2,79

3,21

6,14

3,55

0,74

0,62

0,21

0,31

1,08

2,21

0,99

0,65

1,18

0,64

0,34

1,08

0,56

7,52

0,57

6,27

1,43

12,52

0,84

3,81

0,78

0,96

2,15

Hasta numunelerine ait 2 22t ‘nin saglhikli 2 2*““ye oram alinarak kat degisimi

(fold change=fc) hesaplandi ve gen ifade oranmi belirlendi. Saglikli kontrol grubu gen

ifadesinin referans degeri (AACt=0->2%=1) 1 olarak alindi. Buna gore hasta grubu,
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saglikli kontrol grubuyla karsilagtirildiginda miR-142-3p’nin 3,11 kat arttig1 saptandi.
miR-142-3p’nin ekspresyon seviyesi Sekil 4-3’te gOsterildi.

miRNA Ekspresyon Seviyesi

3.5

3.11

2.5

2A-AACT

1.5

0.5

FC
Fold Change

W Saghkli kontrol ® Hasta

Sekil 4-3: miR-142-3p geni ekspresyon diizeyinin hasta ve saghkh kontrol grubunda
karsilastirilmasi

Istatistiksel analiz SPSS v21 programinda yapildi. Analizlerin yapilmasi i¢in normallik
dagilim testi uygulandi. Normallik dagilimi1 Kolmogorov Smirnov testi ile belirlendi. Bu
test sonucuna gore p<0,05 (Tablo 4-4) anlamli kabul edilerek dagilimin normal

olmadigina karar verildi.

Tablo 4-4:
Normallik
ORNEKLER N | Kolmogorov-Smirnov Z | p degeri | Dagilim Testi
Saglikli Kontrol | 100
miR142-3p Hasta 147 1,894 ,002
Toplam 247

Normal dagilim gostermeyen iki bagimsiz veri dizisinden tek oOlgim yapilarak
ortalamalarinin karsilastirilmasi i¢in non-parametrik testlerden Man Whitney U testi
uygulandi. Man Whitney U testinde 2 “2°* degerleri baz almarak yapilan
degerlendirmeye gore hasta grubu, saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

(p=0,00) anlaml1 bulundu (Tablo 4-5).
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Tablo 4-5: Hasta ve kontrol gruplar arasinda miR-142-3p gen ifade diizeyinin istatistiksel

degeri
miR1423p
Mann-Whitney U 5221,000
Wilcoxon W 10271,000
Z -3,863
p Degeri ,000

4.3. miR-142-3p Ekspresyon Seviyesinin Taniya Gore Degerlendirilmesi

Saglikli  kisilerin dahil oldugu grupta miR-142-3p’nin ekspresyon seviyesi
degerlendirildiginde; saglikli kontroliin %53(53/100)’tinde miR-142-3p ekspresyon
seviyesinin arttigi, %47(47/100)’sinde azaldigi goriildii.. Over kanseri tanisi alan
hastalarin %75,4(92/122)’iinde miR-142-3p ekspresyon seviyesi arttigi goriiliirken,
%24,6(30/122)’sinde azaldig1 tespit edildi. Over ve meme Kkanserli hastalarin
%64,7(11/17)’sinde  miR-142-3p
%35,3(6/17)’tinde azaldigi saptandi. Over ve endometrium kanserli hastalarin
%33,3(1/3)’tinde miR-142-3p ekspresyon seviyesi artarken, %66,7(2/3)’sinde azaldi.
Over ve diger kanserli hastalarin %80(4/5)’inde miR-142-3p ekspresyon seviyesi

ekspresyon  seviyesinin arttigi  gozlenirken,

artarken, %20(1/5)’sinde ise azaldig: goriildi (Tablo 4-6). Yapilan Pearson Chi-Square
analizi sonucunda tan1 ve miR-142-3p ekspresyonu arasinda anlamli bir iliski p<0,05

(Tablo 4-7) oldugu gozlendi.

Tablo 4-6: miR-142-3p ekspresyon seviyesinin over kanseri ve over kanserine ilave taniya
sahip hastalardaki dagilim

miR-142-3p Ekspresyonu
Tam Toplam
Azalmis Artms

Saglikli 47 (%19) |53 (%21,5) |100 (%40,5)
Over kanseri 30 (%12,1) |92 (%37,2) |122 (%49,4)
Over ve meme kanseri 6 (%2,4) 11 (%4,5) 17 (%6,9)
Over ve endometrium kanseri |2 (%0,8) 1 (%0,4) 3(%1,2)
Over ve diger kanser 1 (%0,4) 4 (%1,6) 5 (%2)
Toplam 86 (%34,8) | 161 (%65,2) |247 (100,0%)

Tablo 4-7: miR-142-3p gen ekspresyon seviyesi ve tani arasindaki istatistiksel iliski

Value

df | p degeri

Pearson Chi-Square

13,989?

4 ,007
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4
1

Likelihood Ratio
Linear-by-Linear Association

14,011
10,978

,007
,001

4.4. miR-142-3p Ekspresyon Diizeyi ve Klinik Bilgiler arasindaki iliski

Over kanseri hastalarinda tani yasina gore miR-142-3p’nin ekspresyon seviyesi
degerlendirildiginde; yas1 40’1n altinda olan hastalarin %70,8(17/24)’inde miR-142-3p
ekspresyon seviyesi artmistir, %29,2(7/24)’sinde azalmistir. Tam1 yast 40 ve 40’
iistiinde olan hastalarin %74(91/123)’iinde miR-142-3p ekspresyon seviyesi artmistir,
%26(32/123)’sinda azalmustir.

Arastirdigimiz miR-142-3p gen ifade seviyesi hastalarin yasi, metastaz durumu, klinik
evresi, timor boyutu, gebelik, menopoz durumu, infertilite tedavisi, ailede toplam
kanser ve meme-over kanseri sayist ve oral kontraseptif kullanimi gibi farkli klinik
Ozelliklerine gore ayr1 ayri Mann-Whitney U testi ile incelenmis ve elde edilen sonuglar
Tablo 4-8, 4-9, 4-10, 4-11, 4-12, 4-13, 4-14, 4,15, 4-16 ve 4-17’de verilmistir. Incelenen
gruplara gore; hastalarda miRNA ve diger eslenen Klinik bilgiler arasinda istatistiksel

bir anlamlilik bulunmamuistir (p>0,05).

Tablo 4-8: Hasta miRNA gen ifade dizeyinin tam yasi ile karsilastirilmasi

yas N miR142-3p

<40 yas 24 [ Mann-Whitney U 1407,000

. =>40 yas | 123 |Wilcoxon W 1707,000
miR142-3p Toplam 147|Z -,362
p degeri ,718

Metastaza gore degerlendirildiginde; metastaz1 olmayan hastalarin %66,7(30/45)’sinde
miR-142-3p ekspresyon seviyesi artmistir, %33,3(15/45)’tinde azalmistir. Metastazi
olan hastalarin ise %76,5(78/102)’inde miR-142-3p ekspresyon seviyesi artmis olup,
%23,5(24/102)’inde azalmistir (Tablo 4-18).

Tablo 4-9: Hasta miRNA gen ifade diizeyinin metastaz durumu ile karsilastiriimasi

metastaz | N miR142-3p
hayir 45 [ Mann-Whitney U 2218,000
miR142-3p evet 102 | Wilcoxon W 7471,000
Toplam | 147(Z -,324
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| |p degeri | 746

Klinik evrelemeye gore; evre 1 hastalarmin %75(6/8)’inde miR-142-3p ekspresyon
seviyesi artmistir, %25(2/8)’inde azalmistir. Evre 2 hastalarinin %64,3(9/14)’tinde miR-
142-3p ekspresyon seviyesi artmistir, %35,7(5/14)’sinde azalmistir. Evre 3 hastalarinin
%78(64/82)’inde miR-142-3p ekspresyon seviyesi artmistir, %?22(18/82)’sinde
azalmistir. Evre 4 hastalarinin ise %67,4(29/43)’tinde miR-142-3p ekspresyon seviyesi
artmistir, %32,6(14/43)’sinda azalmistir (Tablo 4-18).

Tablo 4-10: Hasta miRNA gen ifade diizeyinin klinik evre ile karsilastirilmasi

Klinik evre kategori | N miR142-3p
erken evre(1-2) 22 | Mann-Whitney U 1356,000
miR142-3p ileri evre(3-4) 125 | Wilcoxon W 9231,000
Toplam 147|Z -,103
p degeri ,918

Patolojik evrelemeye gore degerlendirildiginde; evre 1 hastalarinin %75(6/8)’inde miR-
142-3p ckspresyon seviyesi artmistir, %25(2/8)’inde azalmigtir. Evre 2 hastalarinin
%61,5(8/13)’inde miR-142-3p ekspresyon seviyesi artmistir, %38,5(5/13)’inde
azalmigtir. Evre 3 hastalarinin %77,2(71/92)’sinde miR-142-3p ekspresyon seviyesi
artmistir, %22,8(21/92)’inde azalmigtir. Evre 4 hastalarmin ise %67,6(23/34)’sinda
miR-142-3p ekspresyon seviyesi artmistir, %32,4(11/34)’linde azalmistir (Tablo 4-18).
Histolojik evrelemeye gore, grade 1 hastalarinin %80(4/5)’inde miR-142-3p ekspresyon
seviyesi artmistir, %20(1/5)’sinde azalmistir. Grade 2 hastalarinin %73,5(25/34)’inde
miR-142-3p ekspresyon seviyesi artmistir, %26,5(9/34)’inde azalmistir. Grade 3
hastalarinin ~ %73,1(79/108)’inde  miR-142-3p  ekspresyon seviyesi artmustir,
%26,9(29/108) unda azalmistir (Tablo 4-18).

Tumoér boyutuna goére, boyutu 2 cm’den kiigiik tiimére sahip olan hastalarin
%65,6(21/32)’sinda  miR-142-3p ekspresyon seviyesi artmistir, %34,4(11/32)iinde
azalmistir. Boyutu 2 com veya daha biiylik tiimore sahip olan hastalarin
%75,7(87/115)’sinde miR-142-3p ekspresyon seviyesi artmistir, %24,3(28/115)linde
azalmustir (Tablo 4-18).

Tablo 4-11: Hasta miRNA gen ifade dizeyinin timdr boyutu ile karsilagtiriimasi

Tumor Boyutu | N miR142-3p




o1

<2cm 32 [ Mann-Whitney U 1729,000

miR142-3p >=2cm 115 | Wilcoxon W 2257,000
Toplam 147(Z -921

p degeri ,602

Cerrahi durumuna gore, operasyon gegirmeyen hastalarin %60(3/5)’inda miR-142-3p
ekspresyon seviyesi artmistir, %40(2/5)’inda azalmistir. Operasyon gecgiren hastalarin
%73,9(105/142)’unda miR-142-3p ekspresyon seviyesi artmistir, %26,1(37/142)’inde
azalmistir (Tablo 4-18).

Son duruma gore; ex olan hastalarin %67,4(31/46)’iinde miR-142-3p ekspresyon
seviyesi artmustir,  %32,6(15/46)’sinda  azalmistir. Hayatta olan hastalarin
%76(76/100)’sinda miR-142-3p ekspresyon seviyesi artmistir, %24(24/100){inde
azalmistir (Tablo 4-18).

Ailede toplam kanser sayisina gore, aile hikdyesinde 2 kisiden daha azinda kanser
bulunan hastalarin %80,4(41/51)’tinde miR-142-3p ekspresyon seviyesi artmistir,
%19,6(10/51)’sinda azalmistir. Aile hikdyesinde 2 veya daha fazla kiside kanser
bulunan hastalarin  %69,8(67/96)’inde miR-142-3p ekspresyon seviyesi artmistir,
%30,2(29/96)’sinde azalmistir (Tablo 4-18).

Tablo 4-12: Hasta miRNA gen ifade diizeyinin ailede toplam kanser sayisi ile

karsilastirilmasi
Ailede toplam kanser | N miR142-3p
<2 51 | Mann-Whitney U 2156,000
MiR142-3p =>2 96 [ Wilcoxon W 6812,000
Toplam 1472 -1,188
p degeri ,235

Ailede over ve meme kanser sayisina gore, aile hikayesinde 2 kisiden daha azinda over
veya meme kanseri bulunan hastalarin %75,5(71/94)’inde miR-142-3p ekspresyon
seviyesi artmistir, %24,5(23/94)’inde azalmistir. Aile hikdyesinde 2 veya daha fazla
kiside azinda over veya meme kanseri bulunan hastalarin %69,8(37/53)’inde miR-142-

3p ekspresyon seviyesi artmistir, %30,2(16/53)’sinde azalmistir (Tablo 4-18).

Tablo 4-13: Hasta miRNA gen ifade diizeyinin ailede meme-over kanseri sayisi ile

karsilastirilmasi
Ailede over ve meme kanseri | N miR142-3p
. <2 meme ve over kanseri 94 | Mann-Whitney U 2402,000
miR142-3p
>=2 meme ve over kanseri 53 | Wilcoxon W 3833,000
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Toplam 14712 -,359|
p degeri 120

Gebelik durumuna gore, gebelik gegmisi olmayan hastalarin %71(22/31)’inde miR-142-
3p ekspresyon seviyesi artmistir, %29(9/31)’unda azalmistir. Gebelik gecmisi olan
hastalarin ~ %74,1(86/116)’inde  miR-142-3p  ekspresyon  seviyesi  artmistir,
%25,9(30/116)’unda azalmistir (Tablo 4-18).

Tablo 4-14: Hasta miRNA gen ifade diizeyinin gebelik durumu ile karsilastiriimasi

Gebelik | N miR142-3p
Hay1r 31 [ Mann-Whitney U 1716,000
miR142-3p Evet 116 | Wilcoxon W 2212,000
Toplam | 147(Z -,389|
p degeri ,697

Menopoz durumuna gore, premenopoz olan hastalarin %70,6(48/68)’sinda miR-142-3p
ekspresyon seviyesi artmistir, %29,4(20/68)’tinde azalmigtir. Postmenopoz olan
hastalarin ~ %75,9(60/79)’unda  miR-142-3p  ekspresyon  seviyesi  artmistir,
%24,1(19/79)’inde azalmistir (Tablo 4-18).

Tablo 4-15: Hasta miRNA gen ifade diizeyinin menopoz durumu ile karsilastirilmasi

Menopoz Durumu | N miR142-3p
Premenopoz 68 | Mann-Whitney U 2671,000
. Postmenopoz 79 | Wilcoxon W 5017,000
miR142-3p
Toplam 147 (£ -,058
p degeri ,954

Oral  kontraseptif (OK) durumuna gore; OK  kullanmayan hastalarin
%71,6(73/102)’sinda miR-142-3p ekspresyon seviyesi artmistir, %28,4(29/102)linde
azalmistir. OK kullanan hastalarin %77,8(35/45)’inde miR-142-3p ekspresyon seviyesi
artmistir, %22,2(10/45)’sinde azalmistir (Tablo 4-18).

Tablo 4-16: Hasta miRNA gen ifade diizeyinin oral kontraseptif kullanim ile

karsilastirilmasi
Oral Kontraseptif | N miR142-3p
Hayir 102 | Mann-Whitney U 2148,000
miR142-3p Evet 45| Wilcoxon W 7401,000
Toplam 1472 -,618
p degeri 537,
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Infertilite tedavi durumuna gore, infertilite tedavisi hastalarin

%73,6(103/140)’sinda miR-142-3p ekspresyon seviyesi artmistir, %26,4(37/140)’sinda
azalmistir. Gegmisinde infertilite tedavi alan hastalarin %71,4(5/7)’tinde miR-142-3p

almayan

ekspresyon seviyesi artmistir, %28,6(2/7)’sinda azalmistir (Tablo 4-18).

Tablo 4-17: Hasta miRNA gen ifade dizeyinin infertilite tedavisi ile karsilastirilmasi

Infertilite Tedavisi N miR142-3p
Hayr 140 | Mann-Whitney U 480,000
iR142-3 Evet 7 | Wilcoxon W 508,000
mi -
P Toplam 147 |Z -,091
p degeri ,928]
Tablo 4-18: miR142-3p’nin ekspresyon diizeyi ile hastalarin klinik 6zelliklerinin
karsilastirllmasi
mMiR-142-3p Ekspresyonu
Yas Toplam
Azalmis Artmis
<40 yas 7 (%4,8) 17 (%11,6) 24 (%16,3)
>40 yas 32 (%21,8) 91 (%61,9) 123 (%83,7)
. miR-142-3p Ekspresyonu
Klinik Evre Toplam
Azalmis Artmis
Erken evre (1-2) 7 (%4,8) 15 (%10,2) 22 (%15)
fleri evre (3-4) 32 (%21,7) 93 (%63,3) 125 (%85)
.. miR-142-3p Ekspresyonu
Patolojik Evre Toplam
Azalmis Artmg
Evre 1 2 (%1,4) 6 (%4,1) 8 (%5,4)
Evre 2 5 (%3,4) 8 (%5,4) 13 (%8,8)
Evre 3 21 (%14,3) 71 (%48,3) 92 (%62,6)
Evre 4 11 (%7,5) 23 (%15,6) 34 (%23,1)
Histoloiik Grad miR-142-3p Ekspresyonu
istolojik Grade
! Azalmis Artmis Toplam
Grade 1 1 (%0,7) 4 (%2,7) 5 (%3,4)
Grade 2 9 (%6,1) 25 (%17) 34 (%23,1)
Grade 3 29 (%19,7) 79 (%53,7) 108 (%73,5)
o mMiR-142-3p Ekspresyonu
Tumor Boyutu Toplam
Azalmig Artmis
<2.cm 11 (%7,5) 21 (%14,3) 32 (%21,8)
>=2 cm 28 (%19) 87 (%59,20) 115 (%78,2)
. mMiR-142-3p Ekspresyonu
Cerrahi Toplam
Azalmis ‘ Artmis
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Hayir 2 (%1,4) 3 (%2) 5 (%3,4)
Evet 37 (%25,2) 105 (%71,4) 142 (%96,6)
. mMiR-142-3p Ekspresyonu
Gebelik Toplam
Azalms Artmis
Hayir 9 (%6,1) 22 (%15) 31 (%21,1)
Evet 30 (%20,4) 86 (%58,5) 116 (%78,9)
miR-142-3p Ekspresyonu
Menopoz Toplam
Azalmis Artms
Premenopoz 20 (%13,6) 48 (%32,7) 68 (%46,3)
Postmenopoz 19 (%12,9) 60 (%40,8) 79 (%53,7)
. miR-142-3p Ekspresyonu
Oral Kontraseptif Toplam
Azalms Artmis
Hayir 29 (%19,7) 73 (%49,7) 102 (%069,4)
Evet 10 (%6,8) 35 (%23,8) 45 (%30,6)
. miR-142-3p Ekspresyonu
Infertilite Tedavisi Toplam
Azalmis Artnis
Hayir 37(%25,2) 103(%70,1) 140 (%95,2)
Evet 2(%1,4) 5(%3,4) 7 (%4,8)
miR-142-3p Ekspresyonu
Metastaz Toplam
Azalms Artoms
Hayir 15(%10,2) 30 (%20,4) 45 (%30,6)
Evet 24(%16,3) 78 (%53,1) 102 (9%069,4)
miR-142-3p Ekspresyonu
Ailede over ve meme ca P presy Toplam
Azalmis Artms
<2 23 (%15,6) 71 (%48,3) 94 (%63,9)
>2 16 (%10,9) 37 (%25,2) 53 (%36,1)
. mMiR-142-3p Ekspresyonu
Ailede toplam kanser Toplam
Azalmis Artmis
<2 10(%6,8) 41 (%27,9) 51 (%34,7)
>2 29(%19,7) 67 (%45,6) 96 (%65,3)
Toplam 39 (%26,5) 108 (%73,5) 147 (%100)
mMiR-142-3p Ekspresyonu
Son durum Toplam
Azalmis Artmis
Oldu 15(%10,3) 31(%21,2) 46 (%31,5)
Hayatta 24(%16,4) 76(%52,1) 100 (%068,5)
Toplam 39 (%26,7) 107 (%73,3) 146 (100,0%)

Over histolojik alt tipine gore, seroz tipli over hastalarinin %84,6(11/13)’sinda miR-

142-3p ekspresyon seviyesi artmistir, %15,4(2/13)’linde azalmistir. Miisindz tipli over

hastalarinin

%66,7(4/6)’sinde

miR-142-3p

ekspresyon

seviyesi

artmistir,
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%33,3(2/6)’tinde azalmustir. Papiller, endometrioid tipli ve skuamdoz hicreli over
%100(1/1)’tinde = miR-142-3p
Adenokarsinoma tipli over hastalarinin %69(20/29)’unda miR-142-3p ekspresyon

hastalarimin ekspresyon  seviyesi  artmustir.
seviyesi artmistir, %31(9/29)’'unda azalmistir. Serdz adenokarsinoma tipli over
%69,1(38/55)’inde = miR-142-3p
%30,9(17/55)’unda azalmistir. Ser6z papiller adenokarsinoma tipli over hastalarin
%75,8(25/33)’inde  miR-142-3p ekspresyon seviyesi artmistir, %?24,2(8/33)’sinde

azalmistir. Berrak hiicreli karsinoma tipli over hastalarinin %87,5(7/9)’inde miR-142-3p

hastalarimin ekspresyon  seviyesi  artmustir,

ekspresyon seviyesi artmistir, %12,5(1/8)’inde azalmigtir((Tablo 4-19).

Tablo 4-19: miR-142-3p ekspresyon seviyesinin over histolojik alt tipine gore dagilimi

. . . miR-142-3p Ekspresyonu
Histolojik alt tip Toplam
Azalmis Artmg
Seroz 2 (%1,4) 11 (%7,5) 13 (%8,8)
Misindz 2 (%1,4) 4 (%2,7) 6 (%4,1)
Papiller 0 (%0) 1 (%0,7) 1 (%0,7)
Skuam@z hiicreli karsinoma 0 (%0) 1 (%0,7) 1 (%0,7)
Adenokarsinoma 9 (%6,1) 20 (%13,6) 29 (%19,7)
Ser¢z adenokarsinoma 17 (%11,6) 38 (%25,9) 55 (%37,4)
Ser6z papiller adenokarsinoma 8 (%5,4) 25 (%17) 33 (%22,4)
Berrak hucreli karsinoma 1 (%0,7) 7 (%4,8) 8 (%5,4)
Endometrioid 0 (%0) 1 (%0,7) 1 (%0,7)
Toplam 39 (%26,5) 108 (%73,5) 147 (100,0%)

4.5. miR-142-3p Ekspresyon Seviyesinin Aile Hikayesi ile Karsilastirilmasi

Inceledigimiz miRNA ifade diizeyinin, hastalarin ailesinde 4 jenerasyon hic
kanser bulundurmayan ve ailesinde en az bir kiside kanser vakasi1 bulunduran kisiler ile
arasinda bir iliskinin olup olmadigini anlamak igin Pearson Chi-Square analizi
gerceklestirilmistir. miR-142-3p geninin ekspresyon diizeyi ile akrabalarda kanser olup
olmama durumu arasinda istatistiki bir anlam bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4-21 ). Over
kanserli hastalarin dort nesil boyu akrabalarinda hi¢ kanser bulundurmayanlarin
%94,4(17/18)’linde miR-142-3p ekspresyon seviyesi artmistir, %5,6(1/18)’sinda
azalmistir. Akrabalarinda en az bir kanser vakast bulunduran hastalarin
%70,5(91/129)’inde miR-142-3p ekspresyon seviyesi artmistir, %29,5(38/129)’inde

azalmigtir (Tablo 4-20).
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Tablo 4-20: Aile bulunan kanser vakalaria gore miR-142-3p ekspresyon durumu

. mMiR-142-3p Ekspresyonu
4 jenerasyonda en az 1 vaka Toplam
Azalms Artmis
Yok 1 (%5,6) 17 (%94,4) 18 (%12,2)
Var 38 (%29,5) | 91 (%70,5) | 129 (%87,8)
Toplam 39 (%26,5) | 108 (%73,5) | 147 (100,0%)

Tablo 4-21: Ailede bulunan kanser vakalarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Value | df | p degeri
Pearson Chi-Square 4,630% 1 ,031
Likelihood Ratio 5966 1 ,015
Linear-by-Linear Association | 4,598 1 ,032

4.6. ROC Analizi

Receiver Operating Characteristic

(ROC) egrisi, tami testlerinin duyarlilik ve

o0zgulliigiinii gosterir. Inceledigimiz miR-142-3p molekilinin aday biyobelirte¢ olarak

tanisal performansini diger bir deyisle over kanserli hasta ve saglikli kontrol grubunu

ayirt edebilme giiclinii gosterebilmek amaci ile Reciever Operator Characteristics

(ROC) analizi gergeklestirildi (Sekil 4-4).

ROC Egrisi

Referans

mif-142-3p

0,89

0,6

Duyarhhk

049

0,2

0,0
00

1-Ouzgiilliik

Sekil 4-4: mir-142-3p ekspresyon duzeyinin ROC Egri Analizi

Testin giivenilir olabilmesi icin ROC egrisi altinda kalan bdlgenin 0,5 ile 1 arasinda

olmast gerekir. miR-142-3p i¢in ROC-AUC degerleri ve %95 Cl (Gliven Araligi)

sonuglart Tablo 4-22’de belirtilmistir. Yapilan analize gére over kanserli hastalarin
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tanisinda MiR-142-3p miRNA degiskenlerinin tanisal giicii istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur (p<0.005).

Tablo 4-22: Over kanserli hasta ve saghkh grubun ayrilmasinda miR-142-3p’nin ROC-
AUC degeri ve giiven arahg:

miRNA ROC-AUC %95 CI p degeri

miR-142-3p 0,355 0,285 - 0,425 0.000

4.7. Sagkalim Analizi

Calismada inceledigimiz over kanserli hastalarin ortalama sagkalim siiresi 80 (SD +49)
aydir ve 2010-2019 yillar1 arasinda taradigimiz 147 hastadan, 47(%32)’sinin 6ldiigi,
100 (%68) hastanin tanidan sonra hayatta kaldig1 tespit edilmistir. Arastirdigimiz miR-
142-3p ifade diizeyinin sagkalim siiresini etkileyen degiskenler olup olmadigini
incelemek amaci ile Kaplan-Meier analizi gerceklestirilmistir. Gen ifade diizeyleri ile

sagkalim siiresi arasinda bir korelasyon bulunamamistir (p>0.005) (Tablo 4-23 ve Sekil
4-5).

Tablo 4-23: Sagkalim siiresi ile miR-142-3p ekspresyon diizeyi arasindaki korelasyonunun

degerlendirilmesi
Chi-Square | df | p degeri
Log Rank (Mantel-Cox) 799 1 371
Breslow (Generalized Wilcoxon) 1959 1 ,162
Tarone-Ware 1,579 1 ,209
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Sekil 4-5: Over kanserli hastalarin sagkalim siiresinin grafigi
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4.8. String Analizi

miR-142-3p’nin hedef genleri miRTarBase ve TargetScan veritabanlar1 araciligiyla
tarandi. Toplam hsa-miR-142-3p i¢in 376 hedef gen belirlendi, diger veritabanlariyla
karsilagtirilarak 151 hedef gene diistiriildii. Bir dizi gen verisi belirlendi. Ardindan bu
veriler ile protein etkilesimlerini analiz eden STRING veritabani kullanildi. Sekil 4-6’de
gosterilen STRING analizi sonucunda anlamli bir sonug elde edildi (p=0,00000238).

String analizi sonucuna gore miR-142-3p ile iliskili olan en 6nemli hedef genler MYH9,
ARNTL, CCNT2, IRAK1, TAB2, TIRAP, WASL, GNAQ ve RACL1 olarak belirlendi.
Literattirde bu genler ile timor iliskisi tizerine yapilan ¢aligmalar mevcuttur. Normalde
timor baskilayict gorevi olan ve miR-142-3p’nin hedefi olan MYH9 geni, miRNA’nin
asir1 ekspresyonu etkisiyle, MYH9 genini baskilar ve genin fonksiyonunu bozarak deney
sonucunda MYH9 gen mutasyonu benzeri bir sonu¢ elde edildigi bildirilmistir [75].
Mide kanserinde miR-142-3p’nin diisiik ekspresyonu, CCNT2 ekspresyonunda artisa
neden olarak karsinogeneze neden oldugu bildirilmistir [76]. Baska bir c¢aligmada,
GNAQ, WASL ve RAC1 genlerinin miR-142-3p’nin yuksek ekspresyonu ile
baskilanarak tiimore sebep oldugunu ifade etmektedir [77]. Diger 6nemli proteinlerden
biri ise  ARNTL’dir. ARNTL proteini, kritik bir sirkadiyen transkripsiyon faktori olan
BMAL1 geni tarafindan kodlanmaktadir. ARNTL geninin insan genomunda 150’den
fazla bolgeyi hedef aldigi bilinmektedir ve ARNTL geninin baskilanmasi, CDK
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inhibitdri olan p21’i modiile ederek kanserlerin ¢ogunda mutasyonlu bulunan p53
genini inaktive etmektedir [78, 79].

Sonug olarak miR-142-3p’nin hem onkogenik hem timor siipresor gorevi oldugu
anlasilmaktadir. Ancak over kanseri lizerine yaptigimiz bu tez calismasinda c¢ikan
sonuglara gore onkogenik yolaklar ile kanser mekanizmasina dahil oldugu

distiniilmektedir.

Sekil 4-6: mir-142-3p'nin Protein Etkilesimini Gosteren String Analizi
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5. TARTISMA

Over kanseri, kadinlar arasinda sik goriilen ve tedavisi zor olan bir jinekolojik
kanserdir. Globocan verilerine go6re diinyada 2018 yilinda 295.414 yeni vaka
goriilmiistiir ve 184.799 kadin hayatim kaybetmistir. Ulkemizde ise 2018 TUIK
istatistiklerine gore 3.729 yeni kanser vakasi goriilmiis olup ve bu kanser 2.191 kadinin
hayatini kaybetmesine neden olmustur. Diinya genelinde goriilme siklig1 100.000’de 6,6
iken mortalite sikligi 3,9 oramiyla kadinlar arasinda oliimciil jinekolojik kanser
siralamasinda rahim agzindan sonra ikinci sirada yer aldigi bildirilmistir. Tiirkiye’de
goriilme sikligr 100.000°de 7.5, Merkez ve Dogu Avrupa basta olmak lizere gelismis
ulkelerde 100.000°de 9’dan fazla kiside goriilmesi en yuksek insidansa sahip bolgeler
olarak bildirilmistir [27] [22].

Over dokusu ¢ok ¢esitli hiicre grubunu kapsamaktadir. Kanserlerin %90’indan fazlasi
epitelyal kokenlidir. Kanserin gelisiminde etkisi olan genetik, cevresel ve hormonal
faktorler bu kanserin daha iyi tanmimlanabilmesi igin farkli timor gruplarinda
smiflandirilmistir [15-17]. Over kanserinin patogenezinin aydinlatilamamasinin nedeni,
kanserli dokunun degisik bolgelerinden alinan 6rneklerde bulunan heterojenite ile
aciklanmaktadir. Bu heterojenligi olusturan mekanizmalar epigenetik ve genetik
mekanizmalardir. Epigenetik mekanizmalar metilasyon ve modifikasyonlarin disinda
mikroRNA’larin regilator 6zelliklerini de kapsamaktadir. Baglandigt mRNA’y1 yikima
ugratarak kanser dahil bircok hastalikta regiilator olarak gorev yapan bu kiiciik
kodlanmayan RNA pargalart olan miRNA’larin, kanserde onkogen ve timor baskilayict
gorevi Ustlendigi bilinmektedir. miRNA’lar, 6zellikle over kanserinin tani siirecinde,
hassas ve minimal invaziv yonteme uygun biyobelirte¢ aday1 olarak gortlmektedir.
Literatiirde miRNA’lar {izerine yapilan ¢aligmalara gore biyobelirte¢ olmanin yani sira
hastaligin prognozunu belirlemede, tumorli dokunun metastaz egiliminde ve
kemoterapi yanitinda da belirleyici bir faktor oldugu goézlenmistir. Ayni zamanda
miRNA mimikleri veya antagonistleri kullanilarak, tedavi etkinligi yiikseltilmektedir.
Hala over kanserinin erken tan1 almasinda etkili olabilecek faktorler belirlenememistir,
bu durum hastanin ge¢ tami alma riskini daha da artirmaktadir ve etkin tedavi

uygulanamamaktadir. Over kanseri biyobelirteglerinin c¢alisilmasi, over biyolojisini
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daha iyi anlamamiz ve kanserin tani, prognoz ve tedavisini daha iyi kavramamiz
acisindan yararli olacaktir.

Calismamizda arastirilan miR-142-3p, daha 6nce Kanser Genetigi arastirma ekibine ait
olan ve istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenen
tez projesinde over kanseri ile iligkisi bulunan 97 aday miRNA arasindan seg¢ilmistir.
Periferik kandan elde edilen lenfositlerle ¢alisilan miR-142-3p, 147 hasta ve 100
saglikli ornegin Real Time PCR sonuglarinin analizleri karsilastirmali olarak
degerlendirilmistir. Bu sonuclara gére miR-142-3p ekspresyon seviyesi, over kanserli
hastalarimizda saglikli kontrollerimize gore 3,11 kat fazla bulunmus olup, istatistiksel
acidan anlamli diizeyde (p=0,00) artmistir. Ekspresyon seviyesinde olugan bu artis bahsi
gecen mikroRNA’nin onkogen gorevi gorerek tumor stpresor genleri inhibe etmesiyle
hiicreyi kanserlesmeye tesvik ettigi diistiniilmektedir. miRNA ekspresyon seviyesi ile
hastalarin klinik bilgileri, tan1 ve aile hikayeleri detayli olarak analiz edildi. miRNA
ifadesi over, over-meme, over-endometriyum ve over-diger kanser gruplarina gore
analiz edildiginde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Bu sonuglara gore
sadece over kanserli olan hastalarimizin ¢ogunlugu miR-142-3p ekspresyon diizeyinin
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Metastaz varligi, evresi, yasi, oral kontraseptif kullanimi ve
diger klinik veriler ile miR-142-3p arasinda herhangi bir iliski bulunamamustir (p>0,05).
Ek olarak miRNA ekspresyon seviyesi ile kanser hastalarinin 4 nesil akrabalarinda hig
kanser bulundurmama ve en az 1 kiside bulunduran Kkisilerle karsilastirmali
degerlendirildiginde sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir
(p<0,05). Bu bilgilere gore, ailede miRNA seviyesi ve kanser ge¢isi arasinda genetik bir
baglant1 olabilecegi sonucuna varilmigtir. Ayrica miR-142-3p’nin tanisal giicliniin
aydmlatilmasi i¢gin ROC analizi yapilmig ve s6z konusu miR-142-3p molekilinin
periferik kanda saglikli kontrollre gdre over kanserin ayirt etme giiciiniin oldugu
gosterilmistir (p<0,05).

Literatlirde over kanseri ile miRNA arasindaki iliskiyi kanserlesme, prognoz, invazyon
vb her asamasinda inceleyen bircok c¢alisma mevcuttur. Bu g¢aligmalardan ilkinde
normal ve kanserli dokuda miRNA’nin ekspresyon diizeyinin farklilik gosterdigi
bildirilmis ve bu farklihigin her iki dokuyu birbirinden ayiracak nitelikte oldugu
gosterilmistir [80].Bu ¢alismada belirgin derecede asir1 eksprese edilen miRNA'lar miR-
200a, miR-141, miR-200c ve miR-200b iken, diisiik eksprese edilen miRNA’lar miR-
199a, miR-140, miR-145 ve miR-125b1°dir. Ayrica, ekspresyona gore histolojik tipi,
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lenfovaskiler ve metastaz ile over yizeyinin tutulumu gibi spesifik over kanseri
ozellikleri ile iligkili olan miRNA'lar da belirlenebildigi ifade edilmektedir [80]. Yine
miR-155 ekspresyonunun over kanserlilerde yukar1 regiile edildigi bulunmustur [80].
Diger bir ¢alismaya gére miR-126'min, over kanseri SKOV3 hiicre hattinda, timorlii
kanser hiicrelerini PAK4 ekspresyonunu inhibe ederek tumor stipresor benzeri bir etkiye
sahip oldugu belirtilmektedir [81]. Yamamoto ve ark, endometrial kanserde diisiik
regiile edildigi bulunan miR-1 /133a kiumesinin PDE7A genini hedefleyerek asiri
ekspresyonuna neden oldugu bulunmustur. Bu da kanserli hiicre gocunu tetikleyerek
metastaza neden oldugu bulunmus ve MIRNA ekspresyon seviyesini diizenleyerek
metastazi inhibe edebileceklerini bulmuslardir [82]. Metastaz ve niiks ile iliskili diger
miRNA’lar ise miR-200 ve miR-429 oldugu belirtilmistir [83]. Yine over kanserinde
yapilan caligmalara gore, tiimor biiylimesi, metastaz yetenegi, tiimdriin malign ve
benign farkliligi, prognoz durumu ve timor anjiyogenezi iliskili olan miRNA’lar let-7b
[84], let-7f [84], miR-200 ailesi [85, 86] olarak siralanmaktadir.

Arastirma konumuz olan miR-142-3p ve kanser arasinda bir iliskinin olup olmadigini
belirlemek iizere yapilan literatiir taramasinda miR-142-3p bazi1 c¢aligmalarda timor
stpresor, bazilarinda ise onkogen gorevi gordiigi belirtilmistir. Yiiksek miR-142-3p
ekspresyon diizeyinin prostat kanserinde [70], kolorektal kanserinde [71], l16semide [72]
ve Ozofagus [87] kanserinde onkojenik bir rol oynadigi gorilmektedir. Renal hicreli
karsinomda (RCC)’da bir onkogen olan miR-142-3p'nin inhibitori ile indiklenen
miR-142-3p'nin asagi regiilasyonunun, hiicre go¢iinl ve proliferasyonunu énemli dl¢glide
baskiladigi ve hucre apoptozunu indiikledigi bildirilmektedir [88]. Diisiik seviyede
bulunan MiR-142-3p’nin timor siipresor olarak islev gordiigli bazi kanser ¢alismalari
tarafindan desteklenmektedir. Normal miyeloid farklilasmasinda diizenleyici oldugu
bilinen miR-142-3p, akut miyeloid 16semide diisiik seviyede bulunmustur [63]. Serviks
kanserinde kot prognoza sebep olarak [65], meme kanserinde invazivligi
etkinlestirerek [66] ve kolorektal kanserde CDK4’iin proliferasyonu tetiklemesiyle [69]
kanserde etkin oldugu belirtilmektedir. Literatirde miR-142-3p ve over kanseri arasinda
bir iliskinin varligimi ve bu molekiiliin over kanseri vakalalarinin periferik kaninda
inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Tez ¢alismasi periferik kanda miR-142-3p ve
over kanseri arasindaki iligkiyi bildiren ilk ¢calismadir.

mMiR-142-3p’nin hangi proteinlerle etkilesime girdigini belirlemek iizre yapilan

STRING analizinde miR-142-3p ile iliskili genlere dair yapilan literatiir taramasinda
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mMiR-142-3p’nin hem onkogen hem de tiimor siipresor olarak gorev yaptigi goriilmiistiir.
Deneylerin her biri farkli kanser dokularinda yapildigindan miR-142-3p ekspresyon
duzeyinin over kanser dokusunda nasil bir etki gosterdigine dair bir ¢ikarimda
bulunmak miimkiin olmamaktadir. Bu tez ¢alismasunin zayif yanlarindan biri over
kanserli hastalarin dokularinda miR-142-3p ekpresyon diizeyinin ¢alisilmamis
olmasidir. Ancak arastirdigimiz miR-142-3p saglikli kontrollere gore over kanserli
hastalarin periferik kaninda 3,11 kat fazla eksprese edildiginden miR-142-3p’nin,
baglandigi hedef mRNA seviyesini diisiirerek onkogenik yolaklar ile kanser
mekanizmasina dahil oldugu diisiiniilmektedir. Ancak karsinogeneze neden olan hedef

genlerin belirlenmesi igin ileri ¢alismalarin yapilmasi1 gerekmektedir.

Tum veriler goz oniine alindiginda, miR-142-3p molekull over kanserinde biyobelirteg
ve terOpotik hedef olabilmesi i¢in mekanizmalar1 aydinlatan bazi ¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir. Ayn1 zamanda miRNA seviyesi ile ailede kanser vakasinin goriilme
sikliginin korele gitmesi miR-142-3p’nin heniiz aydinlatilamayan bazi genetik yolaklar
ile baglantili olarak ailesel kanser hikayesini artirdigini da diistindiirmektedir. Over
kanserli ve saglikli kontrol grubunun periferik kaninda incelenen miR-142-3p’nin
anlamli olarak bulunmasi tani, tedavi ve takipte umut vaat etmektedir. Ancak over
kanserli hastalarin tani ve tedavisini geciktiren heterojenite nedeniyle tek bir
biyobelirteg yeterli olmayacaktir. Calisma sonuglarimiz miR-142-3p molekulinin over
kanseri tanisinda non-invaziv biybelirte¢ niteligi tasidigin1 gdstermektedir. Ancak bu
molekiilin overin benign hastaliklarinda da degerlendirilmesi ve bunun igin ileri

arastirmlara gereksinim duyulmaktadir.
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FORMLAR

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Aciklama:
Bu bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii,
Temel Onkoloji ABD Kanser Genetigi Poliklinigine basvuran BRCA1-2 genetik
analizine karar verilen over kanser tanist almig bireyleri “miR142-3p’nin Ekspresyon
Diizeyinin Over Kanserli Hastalarin Periferik Dolagiminda Arastirilmas1” arastirmasina
davet etmek lizere hazirlanmistir.

e Sorumlu Arastirmacinin adi, soyadi: Prof.Dr. Hilya Yazici

e Arastirmay yiritecek kurulusun adi: istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitisi,

Temel Onkoloji Anabilim Dali

e Destekleyici kurulus: Universite (BAP)

Aragtirmanin adi ve varsa versiyon numarasi : “miR142-3p’nin Ekspresyon Diizeyinin

Over Kanserli Hastalarin Periferik Dolagiminda Arastirilmasit”

Birinci Bolim: Arastirma Hakkinda Bilgi

Giris

“miR142-3p’nin Ekspresyon Diizeyinin Over Kanserli Hastalarin Periferik Dolagiminda
Aragtirllmast” admi  verdigimiz c¢alismaya katilmak {izere davet edilmis
bulunmaktasiniz. Bu ¢aligmada yer almay1 kabul etmeden 6nce ¢alismanin ne amagla ve
nasil yapilacagini anlamamiz ve katilip katilmama dogrultusundaki kararmnizi bu
bilgilendirme sonras1 6zgiirce vermeniz gerekmektedir. Arastirma hakkinda sozlii olarak
size aktaracagim bilgiler yazili olarak da size bir sonraki boliimde sunulacaktir. Size
0zel hazirlanmis bu bilgilendirmeyi liitfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza acik
yanitlar isteyiniz. Bu belgedeki son bolim onay islemleri ile ilgilidir. Arastirmaya
katilmay1 kabul ederseniz liitfen bu boliimii imzalayimiz. Okuma ve yazma konusunda
engelleriniz oldugu takdirde bir tanmigin gozetiminde bu belgeyi onaylamaniz istenecek

ve gerektiginde parmak iziniz alinacaktir.”

Arastirma Hakkinda Bilgi
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Projemizin amaci aday olarak belirlenen miRNA geninin, over kanserine sahip kisiler ile
saglkli kisilerden alinan kan ornekleri arasinda molekiler olarak karsilagtiriimasi
amaclanmaktadir. Calismanin sonunda aday olarak belirlenen miRNA geninin over
kanserinde erken tani ve taramada biyobelirte¢ olarak kullanilabilme potansiyelleri
belirlenmis olacaktir.

istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji ABD Kanser Genetigi
Poliklinigine bagsvuran BRCA1-2 genetik analizine karar verilen over kanser tanisi almis
150 kisi, calisma hakkinda bilgilendirilip onayi alindiktan sonra genetik test Oncesi
periferik kan (7-10 cc.) ornekleri alinacaktir. Kan alma sirasinda kan alinan bolgede aci,
morarma, kanama ya da diger rahatsizliklar meydana gelebilir, fakat bu glicliklerin en
aza indirilmesi icin gereken dnlemler alinacaktir. islem sonrasi ortaya cikabilecek olasi
enfeksiyonlar icin gerekli ilaclar recete edilecektir. Bu arastirma sonunda kadinlar
arasinda tim kanser tirleri arasinda 6. sirada yer alan over Kanserine karsi erken tani
ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesi planlanmaktadir.

ikinci Boliim: Katilimcinin Beyani

Doktor Hiilya Yazici tarafindan Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisiinde “miR142-
3p’nin Ekspresyon Diizeyinin Over Kanserli Hastalarin Periferik Dolasiminda
Arastirilmast” konusunda bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili
yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilendirmeden sonra bdyle bir arastirmaya
“goniilli” olarak katilmak tizere davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile
aramda kalmas1 gereken bana ait bilgilerin, gizlilik i¢inde, bu arastirma sirasinda da
bliylik 6zen ve saygi ile korunacagi giivencesi verildi. Arastirma sonuglarinin egitim ve
bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda da kisisel bilgilerimin 6zenle korunacag:
konusunda bana yeterli giiven verildi. Aragtirmanin yiiriitilmesi sirasinda herhangi bir
sebep gostermeden arastirmadan cekilebilirim. Ayrica tibbi durumuma herhangi bir
zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dist da tutulabilirim.
Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Tarafima bir iicret ddenmeyecektir. Ister dogrudan, ister dolayli olsun
arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle olabilecek herhangi bir saglik
sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda
gerekli glivence verildi. Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak parasal bir yiik altina da
girmeyecegim. Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilagtigimda; herhangi bir
saatte, Prof.Dr. Hiilya Yazic1 Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisiinde 0212 414 24

34 | 34186 numarali telefon ve adresten arayabilecegimi biliyorum. Bu arastirmaya
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katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam konusunda
zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmayi reddedersem, bu durumun
tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de
biliyorum. Bana yapilan tim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
bagima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi1 gegen bu arastirma projesinde gonulli
olarak yer alma kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti goniilliiliik icerisinde kabul
ediyorum. Imzali bilgilendirilmis goniillii olur formunun bir &rneginin bana verilecegini

de biliyorum.”

Imza ve ulasim bilgileri

Goniilliiniin Adi-soyad1/ Imzasi/Tarih/ Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Arastirma ekibinde yer alan ve yetkin bir arastirmacinin

Adi-soyady/ Imzasi/ Tarih

Gerekiyorsa olur islemine tanik olan kisinin Adi-soyadi/ Imzasi/Tarih/ Adresi (varsa

telefon no., faks no,...)

Gerekiyorsa yasal temsilcisinin Adi-soyadi/ imzasi/Tarih/ Adresi (varsa telefon no.,

faks no,...)
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Sayi: 614
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Onkoloji Enstitisd
iigi: Onkolofi Enstitdsndn 22/03/2019 gin ve 60930 sayh yanist .

I . 524 dosy
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*miR142-3p'nin Ekspresyon Duzeyinin Over Kansers Hastatann Perferik Dolagiminca Aragbnimast :;"::“"’:::
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Prof. Dr. A.Yagz URESIN
Istan bul Tip Fakllitesi Klinik Aragtirmalar
Etik Kurul Bagkam

Ekl: Istanbul Tip FakOtesi Kiink Aragtrmalarn Etik Kuruly Karar Formu
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