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OZET

Ozdenoglu, F. Cocukluk Cagi Sarkomlarinda WASF3 Geninin Ekspresyon, Metilasyon
ve miRNA profilinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel
Onkoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2022.

Sarkomlar ¢ocuklarda ve geng eriskinlerde oldukga agresif seyreden, hizli metastaz
yapan malign bir timordiir. Sarkomlarda non-invaziv nitelikte diyagnostik, prognostik
biyobelirteclere gereksinim olmaktadir. WASF3' {in normal hiicrelerde invazyonu destekledigi
kanser hiicre soylarinda ise delete oldugu durumda invazyon ve metastazi baskiladigi
gosterilmistir. Caligma sarkom tanisi almis toplam 25 hasta ve hasta popiilasyonuyla yas,
cinsiyet ve etnik koken olarak eslestirilmis 22 saglikli ¢ocuktan olusturulan c¢alisma
popiilasyonunda yapilmistir. Ayrica 4 hastanin tiimér dokusu ve 2 hastanin timore yakin eslenik
dokusu da calismaya dahil edilmistir. Tedavi dncesi kani alinan bir hastanin da timé6r doku ile
birlikte operasyon esnasinda, tedavi sirasinda ve sonrasi periferik kanlar1 g¢alismaya dahil
edilmistir.Periferik kan ve doku numunelerine ait RNA 6rneklerinde WASF3 ekspresyon diizeyi
ile miR-218-5p ifade seviyesi gercek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu(RT-PCR) yontemi
ile analiz edilmig, DNA ile de metilasyon spesifik PCR teknigi kullanilarak hastalarin metile ve
unmetile durumlari arastirilmistir.

Tedavi almamig sarkomlu pediyatrik hastalar ile saglikli kontrol gruplari arasinda
yapilan incelemede, WASF3 ifade diizeyinin hasta gruplarinda 3,6 kat azaldig1 saptandi. Timori
ve tedavi sonrasi degerleri incelenen hastada ise tiimor ve operasyon esnasinda alinan periferik
kan degerlerinde WASF3 ekspresyonunun yiiksek ve birbirine yakin degerlerde oldugu, tedavi
sonrasinda ise WASF3 gen ekspresyon diizeyinin ise diistigii saptanmistir.miR-218-5p ifade
diizeyinin saglikli kontrollere gore 6,3 kat arttig1 ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptanmistir.Calismada incelenen dort farkli timor dokusunda DNA metilasyon kaybi
gortiliirken, hastalara ve saglikli kisilere ait periferik kan Orneklerinde metilasyon
saptandi.Sonu¢ olarak miR-218-5p’nin kan ve timoér dokusunda arastirilan ifade diizeyinin,
yiiksek diyagnostik degere sahip oldugu,sarkomlarda hem terapétik hem de prognostik belirteg
olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ewing Sarkomu, Osteosarkom, WASF3, miR-218-5p, DNA
metilasyonu

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDK-2020-37272
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ABSTRACT

Ozdenoglu, F. Investigation of WASF3 Gene Expression, Methylation and miRNA
Profile in Childhood Sarcomas. Istanbul University Institute of Health Sciences, Department of
Basic Oncology, Doctoral Thesis, Istanbul, 2022

Sarcomas are a very aggressive, rapidly metastatic malignant tumor in children and
young adults.Non-invasive diagnostic and prognostic biomarkers are needed in sarcomas.
WASF3 has been shown to support invasion in normal cells and suppress invasion and
metastasis in cancer cell lines when deleted. The study was performed on a study population
consisting of 25 sarcoma patients and 22 healthy children matched for age, sex, and ethnicity. In
addition, tumor tissue from 4 patients and connective tissue near the tumor from 2 patients were
included in the study. Peripheral blood and tumor tissue during surgery, during and after
treatment were included in the study. WASF3 expression and miR-218-5p expression level in
the RNA samples of peripheral blood and tissue samples were analyzed by real-time polymerase
chain reaction(RT-PCR).The methylated and unmethylated status of the patients was analyzed
with DNA using the methylation-specific PCR technique.

When investigated between untreated pediatric sarcoma patients and healthy control
groups, it was found that the expression of WASF3 decreased 3.6-fold in the patient groups.
After treatment, the level of WASF3 gene expression was found to decrease. The expression of
miR-218-5p increased 6.3-fold compared to the healthy control groups, and this increase was
found to be statistically significant. Loss of DNA methylation was detected in four different
tumor tissues examined in the study, as well as in patients and healthy individuals.In conclusion,
the expression level of miR-218-5p studied in blood and tumor tissues suggests that it has high
diagnostic value and can be used as both a therapeutic and prognostic marker in sarcomas.

Key Words: Ewing Sarcoma, Osteosarcoma, WASF3, miR-218-5p, DNA methylation

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: TDK-2020-37272



1. GIRIS VE AMAC

Kanser; genetik ve epigenetik degisiklikler sonucu gelisen bir hastaliktir. Genetik
degisiklikler, mutasyonlar1 ve tek niikleotid degisikliklerini, delesyonlari, duplikasyonlari,
kopya sayisindaki degisiklikleri ve translokasyonlari igerir. Epigenetik degisiklikler;
metilasyon, histon ve histon olmayan protein degisiklikleri, kodlamayan RNA degisiklikleri,
imprinting ve kromatin yeniden sekillenmesi gibi genis Ol¢iide bir hiicre neslinden digerine
aktarilabilen degisiklikleri igerir. Epigenetik diizenleme, insanlarda dokuya 06zgii genlerin
ekspresyonunun normal gelisiminde ve siirdiiriilmesinde énemli bir rol oynar ve bu durumun

bozulmasi, tiimor olusumunda yer alan degisikliklere yol agar [1].

Kanser hiicrelerinin viicuttaki primer biliylime bolgelerinden sekonder biiyiime
bolgelerine dagilmasi, metastatik siireci ve bugiin kanser hastalarinda en basta gelen 6liim
nedenini agiklar. Insan genom projesinin agiklanmasi ve genetik alaninda yapilan yeni
calismalar kanser ile ilgili bilgileri de 6nemli 6lgiide gelistirmistir. Bunlar arasinda: Genomik
haritalar, tiimoér simiflandirmasini histolojik seviyeden genetik temelli bir alana tasimaktadir.
Tiimérgenezi temel alan molekiiler degisiklikler sayesinde tasarlanan kanser ilaglar terapi igin
olumlu sonuglar vermektedir. Timor genotiplemesi, klinisyenlerin hasta timorlerini en iyi
tedavi ile eslestirerek tedavileri bireysellestirmelerine yardimci olmaktadir. Timoére 6zgii DNA
degisikliklerin saptanmasi, hastaligin prognozu i¢in 6nemli biyobelirteclerin ortaya ¢ikmasini
saglamaktadir. Kanser alanindaki genetik calismalar, farmakolojik alanda yeni terapotik

yaklagimlarla sonug¢lanacak olan ilave hedefleri belirleyecektir [2].

Sarkomlar tiim kanserler arasinda %1 oraninda goriilen nadir timdrlerdir. Bu tiimorler
degisken biyolojik davraniglar gosterdigi i¢in klinik agidan tani, prognoz ve tedavi Segiminde
kisitlar bulunmaktadir. Bundan baska tiimdrlerin histolojik ve immunohistokimyasal
ozelliklerinde ¢akisma nedeniyle de teshis zorlagir. Bu nedenle giiniimiizde bu tiir tiimorlerin
tanisinda FISH, PCR ve yeni nesil sekanslama gibi genetik teknikler ¢ok Onemli rol
oynamaktadir. Diinya Saglik Orgiitii 2020 yilinda yeni bir siiflama yaymlayarak kanser
teshisinin standardizasyonuna yonelik onemli bir adim atmistir. Ozellikle yumusak doku
timorleri, kemik tiimorleri gibi nadir hastaliklarda, tan1 dogrulugunu artirmak olduk¢a 6nemli
olmaktadir. Son 20 yilda bu hastalik grubunda yeni flizyon genlerini igeren genetik
degisiklikler tanmimlanmis ve bu sayede 2020 WHO simiflandirmasinda yumusak doku ve

kemigin yuvarlak hiicreli sarkomunu kapsayan ayr1 bir boliim siniflamaya dahil edilmistir.

Ewing sarkomu ve osteosarkom pediyatrik hastalarda oldukga agresif seyreden, hizl
metastaz yapan tiimorlerdir. Sarkomlarin nadir insidansi ve tiimor heterojenitesinden dolay1 bu

konuda c¢ok fazla arasgtirmaya gereksinim olmakla birlikte, bu hastalikta cerrahi islem



gerektirmeyen diyagnostik ve prognostik biyobelirteclere de ihtiyag duyulmaktadir. Kanserde
invazyonun gelismesinde bir hiicre iskeleti molekiilii olan Aktin’in roliiniin son derece 6nemli
oldugu bilinmektedir. WASF3 geni ise Aktin molekiilii sentezinden ve Aktin molekiiliiniin
yapilanmasinda rol alan molekiillerden biridir. Bundan baska kanser hiicre soylarinda delete
olarak fonksiyon kaybina ugrayan ve buna bagli olarak invazyon ve metastazi baskilayan
WASF3’tiin normal hiicrelerde invazyonu destekledigi gosterilmistir. miR-218-5p” nin hedef
genleri “mirTarBase”, “TargetScan” ve “miRDB” veri tabanlar1 kullanilarak belirlendi.
mMiR218-5p’nin hedef genlerinin en fazla iligkili oldugu protein agin1 gostermek igin “STRING
Analizi (Protein-protein etkilesim analizi)” yapildi. Hedef genler arasinda WASF3 saptandi.
miR-218-5p’nin ise WASF3 geninin ekspresyonunu kontrol ettigi bilinmektedir. Sunulan tez
calismasinda Ewing Sarkomu ve osteosarkom tanisi alan hastalarla birlikte saglikli kontrollerin
periferik kan 6rnekleri ile hastalara ait timor dokularinda WASF3 ve miR-218-5p gen ifade
diizeyleri ile WASF3 geninin metilasyon diizeyi arastirilmistir. WASF3 gen ekspresyonunun
metilasyonla mi1 yoksa iliskili oldugu miR-218-5p tizerinden mi kontrol edildigi ¢ocukluk ¢ag1
sarkomlarinda saglikli kontroller ile karsilastirilarak arastirilmis ve aymi zamanda da ilgili
molekiillerin diyagnostik ve prognostik bir biyobelirte¢ olma o6zelligi tasiyip tasimadigi

incelenmis ve degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Cocukluk ¢ag1 sarkomlar1 heterojen bir tiimor grubudur ve pediyatrik solid tiimoérlerin
yaklasik %10’unu olusturur. Sarkomlar tiim kanserler arasinda %1 oraninda goriiliir. Pediyatrik
cagin tiimorleri genellikle yuvarlak, daha kiigiik, nispeten farklilagmamig primitif hiicrelerden
meydana gelen timorlerdir. Esas olarak en sik goriilen tipleri lenfoma, kondrosarkom, 16semi,

noroblastom, rabdomyosarkom, sinoviyal sarkom, Ewing sarkomu (ES) ve osteosarkomdur [3].

Pediyatrik kanserlerin sagkalim orani son 10 yilda gelismis tilkelerde 6nemli 6lgiide
yiikselmistir. Ancak kanser tanisi alan ¢ocuklarin %80’inin diisiik ve orta gelirli ilkelerde
ikamet ettigi ve buna bagh Olimlerin %90’ min bu ilkelerde gergeklestigi bilinmektedir.
Cocukluk ¢agi1 kanserlerinde hayatta kalma orami 1970'lerden bu yana iyilesmis ve gelismis
tilkelerde yaklasik %80'e ulagsmistir [4], [5].

Ewing sarkom ve osteosarkom c¢ocuklarda ve geng eriskinlerde oldukga agresif

seyreden ve en sik goriilen malign timorlerdir [6], [7].

2.1. Ewing Sarkomu

Ewing sarkomu (ES), tiim kemik sarkomlarinin %10 ila %15'ini olusturan, adolesan ve
geng eriskinlerde goriilen agresif bir tiimordiir [8]. Ewing sarkomu, TET / FET (TLS / FUS,
EWSR1 ve TAF15) familyas1 genleri ile E26 transformasyon spesifik (ETS) familyas1 genleri
arasinda kromozomal translokasyonlarin sik¢a gorildiigli malign kiigiik yuvarlak hiicreli bir
tumordar [9].  t(11;22)(g24;912) translokasyonu bu timorde fazla goriilen translokasyonlar
arasindadir. 22 numarali kromozomdaki EWS geni, 11 numarali kromozom fizerindeki FLI-1
geni ile birleserek Ewing Sarkom proteini olarak isimlendirilen bir fiizyon proteininin
olusumuna yol acar [10]. Ewing sarkomu tarihsel siirecte 1866 tarihinde Lucke isimli bilim
insani1 tarafindan yuvarlak, kii¢iik hiicreler seklinde patolojisi kesfedildi. 1918 yilinda Stou ve
arkadaglarn tarafindan Ulnar sinirde rozet formasyonu yapisi gosterilerek “ndroepitelyoma”
olarak adlandirildi. Amerikali patolog James Stephen EWING (1866-1943) 1921 yilinda 14
yaginda bir kizin Radius kemiginde yuvarlak hiicreli sarkom olarak tiimorii tespit etti ve
“kemigin diffiiz endotelyomasi” olarak isimlendirdi [11]. Uzun yillar boyunca aragtirmacilar
Ewing sarkomunun; primitif noroektodermal tiimoér yani PNET ve Askin timori
(torakopulmoner) ile ayni timér oldugunu distinmislerdir. Fakat benzer yonleri olmasina
ragmen mikroskobik agidan farkliliklari ortaya ¢ikinca bu tiimérler “Ewing Sarkom Timor
Ailesi” (ESTA) olarak adlandirilmistir [9]. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2020 yilinda yeni bir
siniflandirma yayinlayarak kanser teshisinin standardizasyonuna yonelik o6zellikle yumusak

doku tlimdrleri, kemik tlimorleri gibi nadir hastaliklarda, tan1 dogrulugunu artirmak icin 6nemli



bir adim atarak bu tiimoérlerin siniflandirilmasinda fizyon olusturan genetik degisikliklerden
yararlanarak bir gruplama yapmislardir. Bu sayede 2020 WHO siniflamasinda yumusak doku ve
kemigin yuvarlak hiicreli sarkomunu kapsayan ayri bir boliim siniflamaya dahil edilmistir. Bu
yeni bolim sadece Ewing sarkomu olarak adlandirilan prototipik yuvarlak hiicreli sarkomu
degil, ayn1 zamanda klinik, patolojik ve molekiiler olarak Ewing sarkomundan farkli olan ii¢
farkli alt grubu da igermektedir Tablo 2-1° de Kemik ve yumusak dokularin indiferansiye

kiiciik yuvarlak hiicreli sarkomlar1 gosterilmistir [12].

Tablo 2-1 :Kemik ve yumusak dokularin indiferansiye kii¢iik yuvarlak hiicreli sarkomlart

Ewing Sarkomu

» EWSRI ile iligkili fiizyon yapan yuvarlak hiicreli sarkom (ETS olmayan
fiizyonlar)

» CIC (Capicua Transcriptional Repressor) rearanjmani (rearrangemant) iliskili
sarkom

» BCOR (BCL-6 transcriptional corepressor) rearanjmani (rearrangemant)
iligkili sarkom

Bu tiimorler genellikle kemikte ve daha az siklikla yumusak dokularda goriilen kiigiik
yuvarlak hiicreli tiimorlerdir [13]. Ewing sarkomlu hastalarin %85’inde t(11;22 (g24;q12)
translokasyonu vardir ve EWS-FLI-1 flizyon olusumuna yol agar. Daha az yaygin olan
t(21;12)(22;12) translokasyonlar EWS-ERG fiizyonuna yol agarak vakalarin %10 ila %15'ini
olusturur [9]. Ewing sarkom; kii¢iik yuvarlak hiicreli tiimorden, lobiiler bir yapiya sahip,
agirlikli olarak yuvarlak bir hiicreli neoplazmaya kadar degisen morfolojik spektruma sahiptir.
Bu tiimoriin  karakteristik immunohistokimyasal profili, Vimentin, CD99 (genellikle
membranéz), FLII1 (niiklear) ve NKX2-2 i¢in degiskenlik gostermektedir [14]. Bu tiimorlerin
degisken biyolojik davraniglar sergilemesi, histolojik ve immiinohistokimyasal 6zelliklerinin
birbirine ¢ok benzer olmasi nedeniyle tani, prognoz ve tedavilerinde zorluklar mevcuttur. Bu
ylzden FISH, PCR ve yeni nesil sekanslama gibi genetik teknikler kesin tanida simdi ¢ok

onemli bir rol oynamaktadir [15].

2.1.1. Ewing Sarkomun Epidemiyolojisi ve Tliskili Risk Faktorleri

Ewing sarkom en ¢ok cocuklar, ergenler ve geng eriskinlerde goriilen en yaygin ikinci
kemik kanseridir ve yiiksek dereceli bir malignite olarak kabul edilir[13]. Vakalarin %90°1 5 ile
25 yas arasindadir. En fazla goriildigii yas araligi 10 ila 20 yas arasindadir. Vakalarin yaklasik
%25'i, 10 yasindan Once goriiliirken, %65'1 10 ila 20 yaslari arasinda ortaya g¢ikmaktadir.




Hastalarin yaklasik %10 tan1 kondugunda 20 yasindan biiyiiktiir. Ewing sarkomun 1 ile 6 yas
arast goriilme sikligi yilda milyonda 10; 10 ile 18 yas arasinda ise yilda milyonda 30

civarindadir [16] , [17].

Ewing sarkomunun etnik epidemiyolojisi, Wilms tiimoriine benzer sekilde irksal
ozelliklere sahiptir. Ewing Sarkomu beyaz irkta, Asyalilardan ve Afrika kokenli soylardan ¢ok
daha fazla yaygindir. Zucman-Rossi ve arkadaglarinin Alu elementlerini (azalmig serpistirilmis
tekrar dizileri) inceledigi c¢alismalarda intron 6' daki degisikliklerin, Afrika popiilasyonunun
yiizde 10'undan daha azinda goriildiigiini bildirmislerdir. Alu elementleri insan genomunda
yaklagik 1.000.000 kopya oraninda ve yaklasik 300 bp uzunlugunda olup genetik materyalin
yaklagik %10'unu olusturan bir transpozon tiiriidiir. Alu elementlerinin kanserde goriilen genetik
rekombinasyonlar i¢in Onemli ve etkili bolgeler oldugu diistiniilmektedir [18]. Ewing
sarkomundan geng erkekler, kizlardan daha sik etkilenir [13],[19]. Baz1 kaynaklarda Ewing
sarkomunun pestisitlere, kimyasal ¢oziiciilere ve tarimsal meslege maruziyeti ile iliskili oldugu
bildirilmektedir [10]. Ayrica fiziksel aktivitelerden ve spordan dolay: tanilar yumusak doku
travmasi olarak goriildigii igin hastaligin teshisi gecikmekte ve buna bagli olarak hastaligin
prognozu koti etkilenmektedir [11]. Bundan baska Retinoblastoma tanisi almis ve buna bagl
olarak tedavi gbérmiis olan hastalarda da, Retinoblastoma tedavisi sonrasinda teshis edilen
Ewing sarkomu goriilmektedir. Spunt ve arkadaslar1 lenfoma, 16semi, Wilms timori ve
retinoblastom gibi farkli kanserlerin tedavilerinin ardindan teshis edilen Ewing sarkomu

vakalarinin oldugunu bildirmislerdir [20].

2.1.2. Ewing Sarkomunda Tani ve Klinik Bulgular

Ewing Sarkomu malign kemik tiimoérleri arasinda az goriiliir fakat geng yasta ortaya
cikmasi ve prognozunun kotii olmast sebebiyle dnemli bir hastaliktir. Pelvis en yaygin yerlesim
yeridir ve bunu femur, tibia, humerus ve skapula izlemektedir ancak hemen hemen her kemik
veya yumusak dokuda ortaya gikabilir. Uzun kemiklerde siklikla diyafizi veya metadiyafizi
tutar. Pelviste en sik g6zlenir 6zellikle iliumu tutar, kafatasi tutulusu enderdir. Tipik olarak,
hastalar tutulum bdolgesinde agri ve sislik ile bagvururlar. Bazi olgularda yorgunluk, 16kositoz,
sedimentasyon artis1 ve ates goriilebilir [10]. Hem inguinal hem de umbilikal herni de Ewing

sarkomasi ile iliskilendirilmistir [21] .

Ewing sarkomunun radyolojik bulgulart bazi zamanlar bazen osteomiyelite
benzediginden tan1 koymay1 zorlastirabilir. Laktik dehidrogenaz (LDH) ¢ogunlukla bu
hastalarda yiiksektir [22]. Ewing Sarkomu hiicreleri asetil kolin transferaz salgilarlar ve IGF-1
ve gastrin tireten hiicrelerdir [23]. Ewing sarkom hiicreleri, genelde kiigiik, soluk sitoplazmali ve
hiicre kenarlar1 tam belli olmayan, poligonal hiicrelerden meydana gelir. Hiicrelerin ¢ogu tek bir

nukleus igerebilecegi gibi, bu nukleuslarin sekli oval yada yuvarlak olabilir. Kromatin yogun



graniile sekildedir. Doku kesitlerinde hiicreler tabakalar meydana getirecek sekilde yigilmustir.
Hiicre smirlart ve sitoplazmik smirlar keskin bir hat seklinde degildir. Ewing sarkomu ile
lenfomanin ayriminda en 6nemli kriterlerden biri retikulum liflerinin gosterilmesidir. Retikulum
lifleri Ewing sarkomunda ¢ogunlukla damarlar etrafinda, ¢ok az bir kismi ise hiicre grubu
etrafinda bulunur. Lenfomada ise hiicreleri ¢ok iyi saran gelismis retikulum agi bulunur [10],
[20].

Pediatrik solid tiimorlerin immunohistokimyasal degerlendirmesinde birgok farkli
antikor kullanilir. CD99 ve FLI-1 Ewing sarkomun tanisal agis1 bakimindan kullanilan en iyi
antikorlardir. Ewing Sarkomlarin %85 ila %95'inde gii¢lii membrandz boyama gosterir.
Vakalarin %90'1mda bulunan translokasyon t (11; 22)(q24; q12) 'nin EWS geninin 5’ ucunu FLI-
1 geninin 3’ ucuna kaynastirir ve EWS-FLI-1 fiizyon proteinine yol acar, Bu EWS / FLI-1
fiizyon onkoproteini, CD99 membran reseptorii gibi hedef genlerin transkripsiyonel
deregiilasyonundan sorumludur. CD99 ekspresyonu, timor hiicrelerinin biiylimesini ve
farklilagmasini modiile ederek Ewing'in tiimor onkogenezine katkida bulunur [14], [24].
Yapilan son ¢alismalarda CD99 immiinoreaktivitesini bildiren lenfoid malign tiimor 6rnekleri
vardir. Akut lenfoblastik 16semi, lenfoma, akut miyelojendéz 16semi, graniilositik sarkom,
mezenkimal kondrosarkom, sinovyal sarkom, vaskiiler timorler, DSRCT (Desmoplastic Small
Round Cell Tumor), glial tiimoérler, noroendokrin tiimérler, Wilms timéri  gibi diger
neoplazilerde CD99’un pozitif oldugu sonuglar vardir [25]. FLI1 proteini, translokasyon
t(11;22) (924;912)'nin bir sonucu olarak EWSR1-FLI1 fiizyon genini i¢ceren Ewing sarkomunda
asir1 eksprese edilir. Niikleer FLI1 immiinoreaktivitesi, Ewing Sarkomlarin yaklasik %70'inde
bulunur, ancak ayni zamanda lenfoblastik lenfomalarin yaklagik %90'inda ve vaskiiler
timorlerde de goriliir. Bu antikor, potansiyel olarak Ewing sarkomun degerlendirilmesinde
faydali olabilir ama lenfomalar ve wvaskiiler neplazmalar i¢in de pozitivite gosterdigi

unutulmamalidir [10].

2.1.3. Ewing Sarkomun Tedavisi

Son 40 yilda hem lokal terapi hem de ¢cok ajanli adjuvan kemoterapi, lokalize hastaligin
tedavisinde 5 yillik sagkalim oranimi %20’den %70'in lizerine ¢ikararak Onemli ilerleme
kaydedilmesini saglamistir, ancak niiks orami hala yiiksek diizeydedir. Ewing sarkomlu
olgularin dorte birinde baslangic asamasinda metastaz goriilir. Cogunlukla akcigerde,
kemiklerde ve kemik iliginde metastaz tespit edilmektedir. Birgogu lokal olmasina ragmen,
hemen hemen hepsinde subklinik metastatik hastalik mevcuttur. Baslangicta lokalize hastalig:
olan hastalarin yaklasik %25'i sonunda niiks eder. Niikseden ve direngli Ewing Sarkom igin
standart bir tedavi yoktur; hayatta kalma oranlar1 akciger metastazi olanlarda %30'dan az; kemik

ve kemik iligi tutulumu olanlarda %20'den azdir [26]. Istanbul Universitesi Onkoloji



Enstitiisii’'nde Kebudi ve arkadaslar tarafindan 1990-2012 yillar1 arasinda 180 Ewing sarkomlu
hastada yapilan g¢alismada toplam 5 yillik sag kalimin %55 oldugu, non-metastatik olgularda
%67, metastatik olgularda da %33 oldugu bildirilmistir [27]. Yine aym c¢aligmada 367
Osteosarkomlu hastada yapilan ¢alismada toplam 5 yillik sagkalimm %60 oldugu, non-
metastatik olgularda %70, metastatik olgularda da %24 oldugu bulunmustur. Niiks durumu ve
metastatik hastalik g6z 6niine alindiginda, Ewing sarkom i¢in yeni tedavilere , taniy1 daha erken

koymaya yarayan biyobelirteglere ve konuyla ilgili daha fazla ¢alismalara ihtiyag vardir [27].

Ewing sarkomun tedavisi, multidisipliner bir yaklasima uygun olarak neoadjuvanin ve
adjuvan kemoterapilerin, primer alan ve olasi metastatik hastaligin kontrolii i¢in cerrahi ya da
radyoterapiyle birlestirilmesine dayanir. Doksorubisin, Vinkristin, Siklofosfamid, ifosfamid,
Etoposid ve Daktinomisin igeren cesitli ilaglar tedavide kullanilmaktadir. Yiiksek doz

kemoterapinin rolii ise hala tartisilmaktadir [28].

PARP1 (Poli ADP-riboz polimeraz 1), ozellikle DNA’nin tek zincir kiriklarmin
onariminda rol oynayan anahtar bir proteindir. 2012 yilinda Garnett ve arkadaglart Ewing
sarkom hiicrelerinin PARP inhibitorlerine yiiksek hassasiyet gosterdigini bildirmislerdir. Bu
ilging gozleme dayanarak, Ewing sarkomunda ilk faz II denemesi yapilmus, ve maalesef,
sonuglar bu hastalikta Olaparib’in tek bir ajan olarak etkinliginin olmadigin1 géstermistir [29].
2015 yilinda, Kovac ve ark. ekzom sekanslamasi ile 31 osteosarkom 6rnegini incelemuiis ve ilk
kez bu hastalikta BRCA mutasyonlarinin varligini gostermistir. Bu gézlem, osteosarkomdaki

PARP inhibitorlerinin terap6tik etkinligini degerlendirmesi agisisindan ¢ok 6nemlidir [30], [31].

Immunoterapi kanserde kilit bir rol oynar. Programlanmis hiicre 6liimii ligand 1 (PDL-
1), sitotoksik CD8" T hiicreli immiin yaniti baskilayan bir hiicre yiizeyi proteinidir. PDL-1,
kanser hiicreleri tarafindan siklikla yiiksek oranda ekspre edilir ve onkolojide énemli bir hedef
haline gelmistir. Paoluzzi ve ark. Nivolumab (anti-PD1) ile niiks etmis metastatik yumusak
doku ve kemik sarkomasi olan 28 hasta grubunu g¢alismis ve bu hastalarin % 50’sinin klinik
fayda sagladigimi gostermistir [32]. Bu gozlemlere dayanarak, iki anti-PD1 antikoru,
Pembrolizumab ve Nivolumab degerlendirmesi hala osteosarkomada devam etmektedir. Ewing
sarkomunda su anda PD-1 inhibitorii (Nivolumab) bir anti CTLA-4 antikoru (Ipilimumab) ile

kombinasyon halinde kullanilmaktadir [32].

2.1.4. Ewing Sarkomun Genetik Ozellikleri

Hastalarin %90-95’inde t(11;22)(q24;q12) anomalisi goriilmektedir (Sekil 2.1). %5-
10’unda ise t(21;22)(q2;q12) anomalisine rastlanilmaktadir. Ewing sarkomu, 22 numarali
kromozomdaki EWS geni, 11 numarali kromozom fizerindeki FLI-1 geni ile birleserek Ewing

sarkom proteini olarak isimlendirilen bir fiizyon proteinine yol agar. Bu fiizyon proteini EWSR1



proteini olarak ifade edilir. Bununla birlikte, EWS geninin ETV1, ERG ve EALF geni ile de
flizyon yaptigi durumlar mevcuttur. Yeni nesil sekanslama ve molekiiler genetik testlerin
artmastyla Ewing sarkomuna benzeyen tiimorlerde yeni genetik degisiklikler arasinda CIC-

DUX4 gen fiizyonlar1 ve BCOR-CCNB3 inversiyonlari saptanmustir [33], [34].
(A)
‘chr22 @12.2) IS E 22q11.21 112322 PRl 12 2 PRl a13.1 mzzqmmlj‘

EWS geni kromozom22(q12.2)
(B)
[chm (g24.3) | FOEXN W15 10N B o132 lRERE 11.2] (T T EF sl B BE=ZE Bozzsl  Bacs

FLI-1 geni kromozom11(q24.3)

Sekil 2-1: EWS-FLI1 fiizyonu (https://genome.ucsc.edu den alinmistir)

Ewing sarkomu hastaliga 6zgii t(11;22) EWS-FLIL1 flizyonu ile karakterize edilse de
biiytiyen bir ETS gen ailesi listesi, bu translokasyonda, tiimor fenotipini degistirmeden FLI1
yerine gegebilmektedir. Son zamanlarda TET ailesini (EWS homologlari) igeren varyant
translokasyonlar agiklanmistir. Ewing ailesi tiimérleri, en yaygin olarak EWS geninin ETS
ailesinin transkripsiyon faktorlerinden FLI1, ERG, ETV1, E1AF ve FEV fiizyonunu iceren
spesifik kromozomal translokasyonlar ile karakterize edilmektedir. Bildirilen Ewing sarkomu
vakalarmin yaklasik% 85'i bir EWS-FLI1 flizyonu tasir. Nadir durumlarda, FUS, EWS' nin
yerini alabilir, translokasyon t(16; 21) (p11; q24) ile FUS-ERG fiizyonu olusturulmaktadir [35].

Ng ve arkadaglarinin 2007°de yaptiklari bir galismada, Ewing sarkomunda yeni bir
t(2;16) translokasyonun FUS ve FEV genlerinin ¢er¢eve mutasyonu sonucu fiizyon protein
olusturduklarin1 bildirmislerdir [36]. Bu yiizden sarkomlarin molekiiler tanisi igin flizyon
paternlerinin alternatif durumlar1 mutlaka g6z 6niinde bulundurulmalidir. Baska bir ¢alismada
FUS-NFATC2 fiizyonu, genom diizeyinde yapilan bir RNA sekanslama c¢aligmasi ile tespit
edilmistir [37]. En yaygin FUS gen ortagi ERG'dir ve FEV gen tutulumunu gosteren vakalar
son derece nadirdir. FUS-ERG ayrica giiglii CD99 membrandz immiinoreaktivitesi gosterir.
EWS-FLI1 fiizyonlari, IGFBP3, p57kip, p21 ve TGFB2 de dahil olmak tizere apoptoz ve hiicre

dongiisiiniin durmasinda yer alan genleri baskilama egilimindedir [34], [13].

Son yillarda, programlanmig 6liim-1 (PD-1) ve programlanmis 6liim-ligand 1 (PD-L1),
kanser imminoterapisinde yeni hedefler haline gelmistir [14]. Yakin zamanda yapilan bir
calismada, PD-L1 ekspresyonunun Ewing sarkomu dokularnin %39'un da goriildiigi tespit
edilmis, tedavi yanmitinin Klinik veriler ile uyumlu oldugu goriilmustiir. 370 Ewing sarkom

dokusu analizinde, numunelerin %19,2'sinde PD-L1 eksprese edilirken, PD-1 ekspresyonunun



%25, 7’sinde oldugu gosterilmistir. Metastatik tlimdorlerin, primer tiimorlerden daha yiiksek PD-
L1 ekspresyonu gosterdigi saptanmustir. Ewing sarkom doku 6rneklerinin %33'iiniin PD-L1'i
eksprese ettigi ve Klinik verilerin daha kisa hayatta kalma siiresi ile dogru orantili oldugu
belirlenmistir [38].

EWS-FLI1, Ewing sarkomunda BRCA1l onarimini bloke ederek transkripsiyonu
artirmaktadir. EWSR1, RNAPII (RNA polimeraz I1)’nin ve splicing mekanizmalari diizenlenme
yolunda RNA metabolizmasini etkileyen bir RNA baglayict proteindir. EWSR1'in genom
stabilitesinde rol oynadigina dair kanitlar da vardir [39].

Bazi c¢aligmalarda, TP53 mutasyonlarinin ve CDKN2A delesyonlarinin Ewing
sarkomunda prognostik 6neme sahip oldugu gosterilmistir. Ewing sarkomda hiicre boliinmesi
sirasinda kardes kromatid degisimini diizenleyen koezin kompleksinin bir alt birimini kodlayan
STAG2, hastalarin yaklasik %15'inde goriilen ve en sik tekrarlayan somatik mutasyonlardan
biridir. Diger genetik degisiklikler CDKN2A delesyonu ve TP53'teki mutasyonlari icermektedir.
STAG2 ve TP53'te mutasyonlart olan hastalarin daha ileri evre hastalig1 ve kotii klinik sonuglar
icin risk altinda oldugu gosterilmistir. Kopya numarast degisiklikleri, 1q, 2 ve 8
kromozomlarindaki duplikasyonlar1 ve 16q'deki delesyon islemlerini igerir. 1q ve 16q
degisikliklerinin birlikte varhigi, sagkalimin azalmasiyla iligkilidir. Ewing sarkomu olan
hastalarin %10 ila %13'iinde TP53, BRCA, PTPN11 ve PMS2 gibi ¢esitli kanser yatkinlik

genlerinde germline mutasyonlarinin varhigi gosterilmistir [40].

Ewing sarkomda her ne kadar immiinohistokimyasal boyamalar kesin tan1 i¢in yardimet
olsa da FISH yontemi ile EWSRL1 translokasyonunun gosterilmesi ¢ok onemlidir. Caligmalarda
kullanilan yumusak doku sarkomlar: ile ilgili problar EWSR1, MDM2, FOXOI1 ve X: 18'dir
[15].

2.2. Osteosarkom

Osteosarkomlarda agresif klinik seyir ile karakterize edilen en yaygin kemik kanseridir;
tipik olarak adolesan biiylime hasari sirasinda ortaya ¢ikar [41],[42]. Cocuklarda ve geng
eriskinlerde en sik goriilen primer kemik kanseri olmasina ragmen, osteosarkom g¢ok nadir
gortilen bir kanserdir [43]. Timorlerin ¢ogunlugu yiiksek dereceli ve agresiftir. Agresif nitelik
tagtyan bu tiimorlerin etiyolojisi tam olarak bilinmedigi icin, sarkom tedavisinde ¢ok fazla
ilerleme kaydedilememistir. Sarkomlarla ilgili yapilan c¢aligmalarda en 6nemli kisitlayic1 ve
zorlayic1 faktorlerin molekiiler calismalar icin uygun tiimoérlerin nadir olmasi, materyalin
bulunamamasi  kemoterapiden sonra tiimoriin tamamen kaybolmasi ve Orneklerin

dekalsifikasyonu gibi teknik zorluklar sayilabilir [44].
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Osteosarkom en yaygin olarak biiylime plakalarinin yakinindaki uzun kemiklerin
metafizinde ortaya ¢ikar, tiimdrlerin tigte ikisi distal femurda diz eklemi ¢evresinde ortaya ¢ikar
ve bunu ikinci en sik bolge olarak proksimal tibia takip eder; proksimal humerus, tiimdrlerin

%10'unu olusturan ii¢iincii en yaygin bolgedir [45], [46].

2.2.1. Osteosarkomun Epidemiyolojisi ve Iliskili Risk Faktorleri

Yillik osteosarkom insidanst her yas igin 3,1/1.000.000’dir. Uzun boylu
insanlarda kisa insanlara gore daha sik goriilmektedir. Erkeklerde biraz daha yaygin
olmakla birlikte her iki cinsiyette goriilmektedir. Osteosarkom da hastaligin gelisimi
genellikle ergenlik doneminin baslangicinda kadinlarda 10-14 yas, erkeklerde 15-19 yas
arasinda goriilmektedir. Dogum kilosu yiliksek olanlarda ve hizli biiylime olan

kemiklerde osteosarkom riski yiiksektir [41].

2.2.2. Osteosarkomlarda Tam ve Klinik Ozellikler
Hastalarin %90’dan fazlas1 agri, lokalize sislik, etkilenen ekstremitede azalmis hareket
gibi semptomlara sahiptir [41]. Cok azinda tan1 aninda patolojik kiriklar tespit edilmektedir.
Kesin bir tan1 koymak ve osteosarkomun histolojik alt tipini tanimlamak i¢in biyopsi gereklidir
[46].
Tablo 2-2: WHO 2020 siniflandirmasina gére osteosarkom tipleri [47].
1- Merkezi Osteosarkom

1. Osteoblastik
a) Konvansiyonel 2. Kondroblastik
3. Fibroblastik
b) Epiteloid
c) Dev hiicreli Osteosarkom
d) Osteoblastom
e) Kiigiik Hiicreli Osteosarkom
f) Telenjiektatik

g) Low-grade merkezi osteosarkom

2-  Multifokal
3- Gnathic
a) Periosteal
b) Parosteal
4- Yiizeysel Osteosarkom c) High-grade osteosarkom

d) Intrakortikal

5- Sekonder Osteosarkom



11

2.2.3. Osteosarkom Tedavisi
Osteosarkomun tedavisine multidisipliner olarak neoadjuvan, cerrahi daha sonra
adjuvan ile devam edilmektedir. Doksorubisin, ifosfamid, Methotrexate, Cisplatin, Epirubisin

igeren ¢esitli ilaglar tedavide kullanilmaktadir [48].

[lk tan1 sirasindaki olgularin yaklasik %11-16'sinda, 6zellikle akciger basta olmak iizere
diger organlar1 da igeren bir metastaz saptanmaktadir. Bununla birlikte, hastaligin seyri
boyunca, hastalarin %95' inde akciger, %33’ tinde kemik, %10’ unda kemik iligi, %5’inde beyin
metastazi gelismektedir. Agresif biyolojik davranisi nedeniyle OS, bazi kemoterapilere karsi
orta ila yiiksek diizeyde direng gostermektedir. Tim yas gruplarinda, hastalarin %25'inde
metastatik hastalik bulunmakta ya da gelismektedir [42].

2.2.4. Osteosarkomun Genetik Ozellikler

Osteosarkomlardaki ilk DNA c¢alismalari bu tiimoérlerin andploidik 6zellik tasidigi
yoniindedir. Bu durum yiiksek dereceli lezyonlarda goriilen bir 6zellik olarak karsimiza
¢ikmaktadir. 1988 yilinda yapilan calismada 96 yiiksek dereceli tlimoériin 92'sinde (%96)
anoploidi goriilmils, ¢alisilan diisiik dereceli paraosteal osteosarkomlarin 4'iiniin de diploid
oldugu gostereilmistir [49]. Arastirmacilar, kotii yanit gosteren tiimorler arasinda andploidi
sikliginin daha yiiksek oldugunu ve sag kalim stiresinin daha kotii oldugunu bildirmislerdir [49],
[50]. Diploid timorler tiimor dokusu i¢inde var olan kanser hiicrelerinin bir béliimiinde normal
yani saglikli hiicreler ile ayni1 kromozom sayisina sahip hiicreleri her birinde 23 ¢ift kromozom
bulunduran tiimoérleri vurgulamaktadir. Bu hiicreleri yiiksek oranda bulunduran tiimoérler daha
yavag biiylimekte ve daha az agresif Ozellik gosterme egilimindedirler. Anoploidik tiimorler,
timor dokusu i¢inde belli miktardaki kanser hiicrelerinin ¢ok fazla veya cok az kromozom
sayisina sahip kanser hiicreleri bulunduran tiimoér dokusunu ifade etmektedir. Bu kanser
hiicreleri hizla boliiniirken, kromozomlarin dagiliminda hatalar meydana gelebilmektedir, bu da
bazi hiicrelerin ¢ok fazla kromozom ve digerlerinin ¢cok az kromozom tasimasina ve genomik
instabiliteye neden olmaktadir. Bir andploidik tiimor, bir diploidik tiimore gore daha agresiftir.
Osteosarkomlarin geleneksel sitogenetik analizi ile incelenmesi sirasinda tiimor hiicrelerinin
muazzam sayida ve gesitlilikte karyotipik degisikliklere sahip oldugu goriilmiistiir. Boehm ve
arkadaglar1 36 vakanin sitogenetik profilini incelemis ve daha 6nce yayinlanmis olanlar1 gozden
gecirmislerdir 36 olgunun 25'inde (%69) diploitten tetraploid tiimorlere kadar degisen
kromozomal anormalliklerin oldugunu gostermislerdir. En sik rastlanan sayisal kromozomal
anormallikleri olarak kromozom 1 duplikasyonu ile kromozom 9, 10, 13 ve 17’de delesyonlarini
bildirmiglerdir ~ [51]. En yaygmm kromozomal yapisal yeniden diizenlenmelerin
(rearrangementler) 1pll, 11pl4, 14pll, 15pl1l, 17p, 1qgll, 1g21 ve 19913 kromozom

bolgelerinde gelistigi gosterilmistir [50]. Ancak osteosarkomda bulunan cesitli anormallikleri
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degerlendirmek i¢in konvansiyonel sitogenetik sinirli kalmaktadir. Son yillarda, karsilastirmali
genomik hibridizasyon (CGH) ve FISH osteosarkomda kromozom anomalilerinin
incelenmesinde konvansiyonel sitogenetik tekniklere ilave olarak kullanilmis ve ek bilgiler

saglamistir.

Osteosarkomlarda DNA dizi kopya sayisi artiglarmin 1q21, 3q26, 6p, 8q, 12q12-13,
14g24qter, 17p11-12, Xp11.2-21 ve Xql2 kromozom bolgeleri ile iligkili oldugu, 2q, 6q, 8p ve
10p bolgelerinde ise DNA dizi kaybmin yaygin oldugu gosterilmistir. 8q’da kopya artigi
gosteren (Ozellikle 8q21.3-22 ve 8cen-q13) hastalarin daha kotii ve daha kisa genel sagkalim
gosterdikleri, 1g21'deki kopya sayist artigi tasiyanlarin ise kisa genel sagkalim yoniinde bir
egilim gosterdikleri gbzlemlenmistir [52]. Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon yontemi ile
paraosteal osteosarkomda olusan ring kromozomlarda DNA'nin amplifikasyonu ile iligkili
kromozom bdlgesinin 12q13-15 de bulundugu ve burada da CDK4, MDM2, SAS gibi
onkogenlerin bulundugu bildirilmistir [50]. Agresif osteosarkomlarda CDK4’iin tek basina veya
MDM2 ile birlikte amplifiye edildigi gosterilmistir. FISH ile CCND2, ETV6, KRAS ve MDM?2
genlerinin diisiik dereceli osteosarkomlarda farkli oranlarda amplifiye edildigi gosterilmistir
[46].

Tablo 2-3: Osteosarkomla iliskili hastaliklar ve sendromlar [53].

8pl12 (WRN) Werner sendromu

8024.3 (RECQL4) Rothmund  Thomson  sendromu  ve
Rapadilino sendromu

13g14.2 (RB1) Retinoblastoma

150926.1 (BLM) Bloom sendromu

17p13.1 (TP53) Li-Fraumeni sendromu

Coklu Lokuslar(RPS19, RPL5, RPL11, | Diamond-Blackfan sendromu
RPL35A, RPS24, RPS17, RPS7, RPS10,
RPS26)

Osteosarkomlarla iligkili sendromlar bulunmaktadir. Bu sendromlar arasinda
Rothmund-Thomson, Rapadilino, Werner ve Bloom sendromu sayilabilir. Bu sendromlar, DNA
helikaz enzimlerini kodlayan RECQL4, WRN ve BLM genlerindeki germline mutasyonlarinin
neden oldugu otozomal resesif bozukluklar olarak ortaya ¢ikmaktadir. Her bir sendrom igin
osteosarkom gelisme riski farklidir. Rothmund-Thompson sendromlu hastalarin yaklagik

%30'unda, Werner veya Bloom sendromlu hastalarin %10" unda osteosarkom gelistigi
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bildirilmektedir [53]. Tiimor baskilayict genleri etkileyen molekiiler bozukluklar, sarkomlarin
olusumunda en 6nemli adimlardan biridir. Molekiiler analizler, TP53 ve RB1 gibi timor
baskilayici genlerin inaktivasyonunun ve MDM2 gibi onkogenlerin asir1 ekspresyonunun kanser
gelisiminde 6nemli oldugunu gostermektedir. RB1 geninde germline mutasyonlar, retinada
malign bir kanser olan kalitsal retinoblastoma hastaligina neden olur. Osteosarkomlar ise,
herediter retinoblastomali hastalarda en sik goriilen sekonder tiimorlerdir. Bu hastalarda
osteosarkom insidansi normal popiilasyonla kiyaslandigi zaman yaklagik 500 kat daha fazladir
[54]. Osteosarkomlar, ¢ok sayida ve gesitli kanserlerle iliskili olan Li-Fraumeni sendromunda da
ikinci siklikla goriilen malignitedir. Bu tiir ailelerin yaklagik %70'inde timdr baskilayici gen

olan TP53 geninde patojenik varyantlar goriilmektedir [55]

2016 yilinda yapilan bir galismada, germline diizeyde TP53 geninde patojenik
varyantlar1 olan bireylerde kiimiilatif osteosarkoma insidansi %5—11 olarak bildirilmistir [56].
Osteosarkomlu 39 hastanin tim ekzom dizilemesi yapilmis ve 39 hastadan 7’sinde (%17,9)
germline diizeyinde patojenik gen mutasyonuna sahip oldugu ve bu mutasyonla iligkili bir
kanser gelistirdigi gosterilmistir. Bu hastalarin {igiinde TP53 geninde mutasyon diger dort ayri
vakada ise ya RB1, APC, MSH2 ya da PALB2 geninde mutasyon oldugu saptanmustir. Benzer
sekilde %11'i osteosarkom olan hasta grubunda germline gen mutasyonu incelemesi yapilmas,
bu hastalarin %50'sinden fazlasinda TP53, BRCAL, ATM, ATR veya ERCC2 genlerinden birinde
mutasyon varligi bildirilmistir. Cok sayida ¢alismada, osteosarkom etiyolojisinde etkisi
olabilecek SNP’leri degerlendirilmis ve farkli lokuslarda o6nemli olabilecek SNP’ler

belirlenmistir [57].

GRM4 geni 6p21.3’de yer alan, hiicre i¢i sinyal iletiminde ve siklik AMP (cAMP)
sinyal kaskadinin inhibisyonunda rol oynayan ve osteosarkomda saptanan bir gendir. Glutamat
sinyal yolu merkezi sinir sisteminde ¢ok iyi tanimlanmasina ragmen, bu yolak gonadotropin
salgilayan noronlarin uyarilmasinda da etkilidir. Aym zamanda bu yolagin kemikte de etkin
oldugu bildirilmektedir [58]. GRM4 insan osteosarkom timér hiicrelerinde eksprese edilmekle
beraber, kolorektal kanser, pediatrik MSS tiimorleri, rabdomiyosarkom ve multipl miyelomda
kotii prognoz ile iliskilidir. S6z konusu bu lokuslarin daha detayli arastirilmasi, osteosarkom ile

iliskisinin belirlenmesi ve biyolojik mekanizmanin ortaya ¢ikarilmasi oldukg¢a 6nemlidir [59].

2018 yilinda osteosakomda yapilan bagka bir calismada ise GRM4'iin molekiiler
mekanizmasi aragtirllmistir. Bu ¢alismada insan osteosarkom hFOB1.19 hiicre hattinda GRM4
gen ekspresyon diizeyi gergek zamanli kantitatif PCR (RT-qPCR) ile incelenmistir. RT-gPCR
ile GRM4'lin ekspresyonunun, insan osteoblast hFOB1.19 hiicre soylarindan baska MG-63,
U20S, HOS ve Saos-2 Osteosarkam hiicre soylarinda da arttigi gosterilmistir. Bu hiicre

soylarindan U20S’de GRM4 ekspresyon diizeyinin en yiiksek seviyede oldugu tespit edilmistir.



14

U20S hiicre soylarinda GRM4 geninin lentivirlis aracili siRNA ile susturulmasi ile GRM4
mRNA seviyesinin 6nemli dlgiide azaldigr gosterilmistir [58]. Transkripsiyon faktorleri olan,
EGR1 ve CTCF siklikla hiicre farklilasmasi, embriyonik gelisim, proliferasyon ve apoptozun
diizenlenmesinde rol oynarlar. EGR1 ekspresyonunun bazi timor hiicresinde downregiile
edildigi gosterilmistir ve EGR1 geninin ekspresyonunun migrasyon ve invazyonu inhibe ettigi
ancak osteosarkom hiicrelerinde biiyliimeyi baskiladigr bidirilmistir. Bir tiimor baskilayici aday
gen olarak, CTCF dogrudan veya dolayli olarak karsinogeneze katkida bulunabilmektedir.
EGR1 ve CTCF"nin kemokinlerle ve bunlarin reseptorleriyle etkileserek osteosarkomun
ilerlemesine katilan GRM4 geninin transkripsiyonel regiilasyonunda rol oynadig1 gosterilmistir
[58], [59].

Kovac ve arkadaglar1 31 osteosarkom tiimdriiniin tam ekzom dizilimini incelemigler ve
timorlerin %80'inden fazlasinin BRCA1/2 eksikligi fenotipi ile ilgili oldugunu bildirmislerdir
[30].

2017 yilinda yapilan bir c¢alismada ATRX genindeki bazi degisiklikler hem
osteosarkomda hem de beyin tiimorlerinde tekrarlayan degisiklikler olarak gdzlemlenmistir.
Alfa-Talasemi X’e bagli entelektiiel yetersizlik (X’e bagli mental retardasyon) sendromunun
olan ATR-X sendromu, agir zihinsel yetersizlik, hafif Hemoglobin H hastaligi, genital
anomaliler ve iskelet anormallikleri ile karakterizedir. Bu kisilerde ATRX genindeki germline

mutasyonlara rastlanilmaktadir [60].

2.3. WASF3 yapisi
Wiskott-Aldrich sendromu protein (WASP) ailesi, hiicre invazyonu ve metastazinda
onemli bir rol oynar. Wiskott-Aldrich sendromu protein ailesi, yapisal benzerliklerine gore iki

alt aileye ayrilan bes iiyeden olusur.

Tablo 2-4: Wiskott-Aldrich Sendromu Protein (WASP) ailesi

Wiskott-Aldrich Sendromu Protein (WASP) ailesi
WASP AILESI WASF AILESI
WASP WASF1
N-WASP WASF2

WASF3

WASP alt ailesi, WASP ve N-WASP'dan olusur; ve WASF (WAVE olarak da
isimlendirilir) alt ailesi WASF1, WASF2 ve WASF3'ten olusur [61]
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WASP ailesinin tiim {iyeleri sitokinler veya biiyiime faktorleri gibi hiicre dis1 uyariy1
aldiktan sonra fosfo-aktivasyon gerceklesir, daha sonra Aktin ile ilgili Protein Arp2/3 kompleksi

gibi birgok faktorle etkilesime giren C terminal motiflerinin agiga ¢ikmasina neden olur.

Ozellikle, WASF iiyeleri, GTPase Rho ailesi iiyesi Rac'in downstream inde hareket eden
bes alt birimli bir WASF diizenleyici kompleksi (WRC) araciligiyla Arp2/3'in aktivasyonuna
aracilik eder [62].

<H5PC300X ABI >
CKAB

NAPl CYFIPL

{SRAl]

Sekil 2-2: inaktif/ Kapali WASF3 [61]

WHD B
< HSPCSOOX ABI > o
g e
NCKAPT ™ _———
(Napy) [ CYFIPL
e SRA1)

Aktin polimerizasyonu

Sekil 2-3: Aktif/A¢ik WASF3 [61]

WASF homoloji domeninin (WHD) protein kompleksinin iiyeleri arasinda HSPC300,
ABI, NCKAP1 (NAP1), CYFIP1 (SRAl) ve WASF1/2/3 bulunur. Dinlenme durumunda,
WASF'ler, N-terminalde bulunan WASF homoloji domeninin (WHD) {iyeleri ve C-terminali

arasindaki etkilesimler nedeniyle kapali konformasyonel durumda bulunur (Sekil 2-2).

Rac tarafindan aktivasyon gergeklesince WHD etkilesimleri bozulur ve WASF'ler,
verprolin-kofilin-asidik (VCA) bolgelerinin aktin ile iliskili protein (Arp) 2/3 kompleksi ve
monomerik aktin (G-aktin) ile etkilesime girebildigi agik bir konformasyona dontstr (Sekil 2-
3). Fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfat (PIP3); WASF'lerin temel alanina (B) baglanarak WASF

kompleksini zara alir.

Rac tarafindan sitoplazmik FMR1 etkilesimli protein 1 (CYFIP1, ayrica SRA1 olarak da

anilir) gibi bilesenler araciligryla aktivasyonun ardindan, konformasyonel bir degisiklik,
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WASF'lerin VCA bdlgesini ortaya ¢ikararak CA alaninin Arp2/3 kompleksi ve monomerik aktin
iceren alan V domain ile birlesmesine izin verir [63]. Arp2/3 kompleksi daha sonra yeni bir
niikleasyon olusturarak ve dnceden var olan filamentlere baglanarak aktin polimerizasyonunu
ve dalli filament ag1 olusumunu baglatir. Bu dalli g¢ekirdeklenme siirecinden, hiicrenin 6n
kenarindaki aktin projeksiyonlar1 (lamellipodia) ve aktin matrisini bozan yapilar (invadopodia)
daha sonra olusturulur ve hiicre hareketliligini ayrica matrisin yeniden sekillenmesini

kolaylagtirmak i¢in kullanilir [64].

Normal sartlar altinda, bu yapilarin olusumu, dokular1 hasara karst korumak igin siki bir
sekilde yonetilir. Patolojik kosullar altinda ise kanser hiicreleri bu siireci bolgesel olarak
invazyonu gerceklestirmek ve viicudun her yerine metastaz yapmak igin kullanir. WASF3
ekspresyonunun mide kanseri [65], kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri [66] ve hepatoseliiler
karsinom [67]hastalarinda daha koétii prognoz ile pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir.
WASP proteinin yumurtalik kanseri hiicrelerinin invazyonunu destekledigi ve onlarm Oct4 ve
SOX2 pluripotent transkripsiyon faktorlerinin salgilanmasinda Snemli bir rol oynadig
bulunmustur [68]. WASF3, invazyon ig¢in hiicre disi matrisi yeniden sekillendirerek, matris
metalloproteinaz  (MMP) sentezinin diizenlenmesiyle de baglantilidir [69]. WASF3'iin
fosfoaktivasyonunun MMP1, MMP3 ve MMP9 seviyelerinin yani sira hipoksik kosullar altinda

da arttig1 calismalar mevcuttur [70].

2.3.1. WASF3 ile Tlgili Sinyal iletim Yolaklar
Tablo 2-5: WASF3’iin regiilasyonu

STAT3
1- Transkripsiyonun Regiilasyonu HIELA
HSP70
2- Prot“eln Stabilizasyonunun ATAD3A bagimli GRP78
Regiilasyonu
HER2/3
JAK2
3- Protein Fosforilasyonunun
Regiilasyonu HSP90
PI3K
ABL
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WASF3'iin_transkripsiyvon regiilasyonu ile ilgili WASF3 transkripsiyon baglatma

bolgesinin 1100 baz ¢ifti iginde STAT3 i¢in ii¢ potansiyel baglanma bdlgesi vardir. Bu bolgeler -
894 ila -886, -915 ila -906 ve -926 ila -919 konumlarinda bulunur. Interlokin 6 (IL-6), timor
hiicreleri tarafindan invazyon ve metastazi kolaylastirmak igin kullanilan sitokinlerden biridir.
Yapilan ¢aligmalarda IL-6'nin WASF3'i sitoplazmadaki aktif olmayan formundan sitoplazmik
membrana yerlesen JAK2 ile baglanan aktif, fosforlu formuna doniistiirebildigini gosterdi.
Spesifik olarak, STAT3, JAK2 Kkinaz tarafindan fosfoaktive edilir ve WASF3'in
transkripsiyonunu arttirmak i¢in daha dnce bahsedilen baglanma bolgelerine baglanmak iizere

cekirdege yer degistirir [71].

Hipoksi ile indiiklenebilir Faktér 1-Alfa (HIF1A) ile diizenleme; hipoksinin, molekiiler
yollardaki degisiklikler yoluyla kanser hiicrelerinin invazyon ve metastaz yapma yetenegini
etkiledigi iyi bilinmektedir. Bu yolaklarin bilesenleri, bu nedenle, metastazin onlenmesi igin
potansiyel terapotik hedeflerler olarak diisiiniilmektedir. WASF3 ekspresyon seviyeleri, hipoksik
kosullar altinda inkiibe edilen MDA-MB-231 ve MCF7 meme kanseri hiicre hatlarinda 6nemli
Olciide artmaktadir. WASF3 geninin promotor bolgesinde, dort HRE tanimlandi. HREI1, 2 ve 3,
WASF3 geninin birinci ekzonunun -27 ve -79 baz giftleri arasinda yer almaktadir ve HRE4, ayn1
referans noktasina -721 ve -725 baz ciftleri etrafinda distal olarak yer alir. HIF1'ler bu HRE'ye
baglannakta ve hipoksik bir ortamda WASF3'in transkripsiyonunu arttirmaktadir. HIF1A'nin
yikilmasi hipoksi geciren hiicrelerde WASF3 seviyelerini azalttigi bulunmustur. VEGF’ nin
inhibisyonunun kanser hiicrelerinin anjiyogenik yetenegini hedefleyebilmesi ve hipoksik bir
ortam yaratabilmesi ve bunun sonucunda WASF3 seviyelerini arttirabilmesidir. Bu nedenle,

yalnizca bu tiir ilaglara dayanan anti-anjiyogenik kanser tedavileri 6nemlidir [70].

WASF3’iin protein stabilizasyonunun regiilasyonu saperon proteinleri ad: verilen 1s1

sok proteinleri WASF3 proteininin aktivasyonunu kolaylastirmada ve stabilitesinin
korunmasinda onemlidir. Saperon proteinlerinin 6rnekleri arasinda HSP90 ve HSP70 bulunur.
HSP90, ABL kinaz yoluyla WASF3 aktivasyonuna baglanirken, HSP70'in sitoplazmada WASF3
protein stabilitesini korudugu ve onu proteazom bozulmasindan korudugu goriilmiistiir. Farkl
kanser hiicre hatlarinda 1s1 soku deneyleri ayrica, WASF3 mRNA'sinda bir artis olmaksizin
HSP70 ve WASF3 protein seviyelerinin artabildigini gosterildi [72].

ATAD3A bagimli GRP78 ile diizenleme; AAA domain igeren 3A (ATAD3A),
mitokondriyal dinamiklerin diizenlenmesine katkida bulunan her yerde eksprese edilen bir
mitokondriyal membran ATPaz'dir. ATAD3A, kanser progronozunda onemlidir. Yapilan fare
deneylerinde ATAD3A'nin yikilmasi, tiimor biiylimesini, neovaskiilarizasyonu ve metastatik
kolonilerin insidansmi belirgin sekilde baskilamistir. in vitro olarak, ATAD3A’y1 susturmanin,

WASF3 mRNA seviyelerini degistirmeden birakirken WASF3 protein seviyelerini 6nemli lciide
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azalttig1 da saptanmistir. Endoplazmik retikulum (ER) ve mitokondriyal membranlar arasinda
ATAD3A-GRP78 baglanmasi da gézlemlenmistir ve ER stresi altinda, artan WASF3-GRP78
etkilesimi yoluyla WASF?3 stabilizasyonunun arttig1 gériilmistiir [73], [74].

WASF3 Protein Fosforilasyonu regiilasyonundan biri insan epidermal biiytime

faktorii reseptorii 2/3 (HER2/HER3) ile yapilan diizenlemedir. Bunlar kanser invazyonu ve
metastazinda rol oynayan reseptor tirozin kinazlardir. WASF3 geni, yiiksek dereceli meme
kanserinde asir1 eksprese edilmekte, bu asir1 ekspresyon invazyon ve metastazi tesvik
etmektedir ancak proliferasyonu etkilememektedir. HER2 / ERBB2 / NEU geni de siklikla
meme kanserinde asir1 eksprese edilmektedir ve bu timérlerde invazyon ve metastazi tesvik
ettigi  gosterilmistir.  WASF3'in HER2/HER3 kompleksi ile baglanmasi, JAK/ STAT
sinyallemesinin  HER2/HER3 aktivasyonu ile fosfoaktivasyonunu ve transkripsiyonel
upregiilasyonunu kolaylastirir. HER2'yi asir1 eksprese eden meme kanseri hiicrelerinde, bu
nedenle, invazyonu kolaylastirmak i¢cin WASF3 o6zellikle gereklidir. Bu nedenle WASF3'lin
hedeflenmesi, HER2'yi asir1 ifade eden meme tiimérlerinin metastazini bastirmak igin

potansiyel bir terapotik yaklasim olabilir [75].

JAK? tarafindan diizenlemede yapilan ¢alismalarda WASF3'iin hiicre zarina taginmasini
ve hiicre i¢i aktin hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini kolaylastiran, hiicre gociine ve

metastaza yol agan JAK2 yoluyla WASF3 fosfoaktivasyonunu indiikledigi gortilmustiir [71].

HSP90 gibi saperon proteinleri, proteinlerin hiicre igindeki stabilitelerini ve seviyelerini
etkileyerek uygun sekilde katlanmasi ve bozulmasi i¢in gereklidir. ABL'nin HSP90 hedeflemesi
yoluyla, WASF3 fosfoaktivasyonunun, ABL kinaz destabilizasyonunun bir sonucu olarak inhibe

ettgini, invazyon ve metastaz potansiyelinde bir azalmaya yol agtigin1 gostermektedir [72].

Fosfoinositid 3-Kinaz (PI3K) ile diizenleme de PI3K proteini bir p110 katalitik alt birim
ve Aktin hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesi ve hiicre go¢ii i¢in dnemli bir efektor olan p85
diizenleyici alt birimi olmak tizere iki alt birimden olugmaktadir. PDGF, PI3K aktive edilmis
PDGFR'ye baglanir ve bu baglanma p85C-terminali SRC homoloji 2 (SH2) alan1 yoluyla olur
ve olusan kompleks sitoplazma igine aktarilir. WASF3-p85 etkilesiminin  Aktin
polimerizasyonunda ve hiicre invazyonunda rol oynadigini1 gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir

[76], [77].

Abelson Tirozin Kinaz (ABL) ile diizenleme, yapilan hiicre ¢alisamlarinda ABL kinaz
inhibitori Gleevec ile tedavide, WASF3 fosforilasyon seviyelerinde ¢arpict bir diisiise yol agtigi
gosterilmistir. Ayrica, WASF3'iin amino asit dizisindeki dort tirozinin dahil oldugu Tyr-151,
Tyr-248, Tyr-337 ve Tyr-486 ABL aracili fosforilasyonda bunlarin dordii de mutasyona
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ugradiginda ABL kinaz bu fosforilasyon siirecindeki roliinii yerine getiremez ve lamellipodia

olusumu ve hiicre invazyonunu azaltmaktadir [78].

2.3.2. WASF3 ve Metastaz

Kemik mikro g¢evresi hem birincil hem de ikincil tiimorlerin gelisimi igin ideal bir
alandir. Primer bir kemik timorii olarak osteosarkomun olusumu ve gelisimi, kemik
mikrogevresi ile yakindan iligkilidir. Bagka bdlgelerden kaynaklanan bazi ikincil tiimorler,

meme kanseri, prostat kanseri vb. dahil olmak {izere kemige yayilma egilimindedir

Kemik mikrogevresi, bircok farkli kanserin gelismesi icin ideal bir yapidadir. Kemik
mikrogevresinde mezenkimal kok hiicreler (MSC); asitler, hipoksi ve kemokinler gibi gesitli
sinyal yolaklariyla osteosarkomun ilerlemesini ve malignitesini etkilemektedir. Cok sayida
aragtirmaci, kemik mikrogevresinde bulunan MSC'lerin OS'nin invazyonunu ve metastazini
destekledigini sdylemektedir. Sigcan OS modellerinde COSINR hiicrelerinin  deri alt1
enjeksiyonundan 3 hafta ve 5 hafta sonra, MSC'lerin intraven6z enjeksiyonunun timor
bliylimesi lizerinde higbir etkisi olmadigi, oysa pulmoner metastazi 6nemli 6lgiide tesvik ettigi
gosterilmistir. Ayrica MSC'ler, upregiile edilmis laktat monokarboksilat tasiyicilari tarafindan
daha fazla laktik asit salgilayabilir. Bu siire¢, OS'nin mitokondriyal aktivitesini iyilestirmek i¢in
OS tarafindan indiiklenen oksidatif stres tarafindan yonlendirilir ve daha sonra OS metastazina
yol agmaktadir. Membranla iligkili bir TGF-B formunu tasiyan ekstraseliiler vezikiiller,
MSC'lerde, tiimor hiicre dis1 vezikiil egitimli mezenkimal kok hiicreler (tumor extracellular
vesicle educated mesenchymal stem cells) (TEMSC'ler) olarak adlandirilan TL-6 ekspresyonunu

uyarmaktadir [75].

Hipoksi ve asidik kosullar tarafindan indiiklenen bir dizi genin anormal ifadeleri sarkom
metastazin1 desteklemektedir. Hipoksi, osteosarkom metastazindaki arastirmalarin ana odagi
olan Hipoksi ile indiklenebilir faktoriin ekspresyonunu tetiklemektedir. Kemik
mikrogevresindeki pH dengesi, normal kemik olusumunu ve kemik erimesini siirdiirmek i¢in
onemlidir. Asidoz mikro ortami, mezenkimal kok hiicrelerin aktivasyonu ile sarkomun

ilerlemesini desteklemektedir.

WASF3 metastaz1 kontrol eden ¢esitli sinyal yolaklarinda 6nemli bir baglantidir ve
terapOtik hedefleme potansiyeli yiiksektir. CYFIP1-NCKAP1 dimeri, WASF Homoloji
Domainine baglanan ve proteini inaktif formda tutan Verprolin-Kofilin-Asidik (VCA)
bolgesinin bir pargasidir. CYFIP1-NCKAP1 dimeri, aktin polimerizasyonunu o6nlemektedir.
Meme ve prostat kanseri hiicrelerinde yapilan calismalarda WASF3 ve CYFIP1 arasindaki
etklesimi bozmak WASF3 aktivasyonunu bastirmak yoluyla invazyonunun engellenmesi
seklinde gergeklesmektedir [79], [80], [81].
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Sekil 2-4: Metastazda WASF3 sinyal yolaklari ([61] numarali kaynak¢adan degistirilerek
almmmuistir)

2.4. MikroRNA’lar

MikroRNA’lar normal ve patolojik dokularda gen ekspresyonunun diizenlenmesinde
onemli rollere sahip, kodlanmayan RNA grubuna ait 19-25 niikleotitlik molekiillerdir.
MikroRNA'lar (miRNA'lar) birgok kanserin baglamasinda ve gelismesinde Onemli rol
oynamaktadir. miRNA'lar, hiicre dongiisii ilerlemesi, proliferasyon, tiimdrgenezde 6nemli islev
gosterir. Ewing sarkomlari ve osteosarkomlarin tiimorgenezi sirasinda bircok miRNA'in islev
gordiigii bilinmektedir. Arastirmalar, miRNA'larin onkojenler veya tiimor baskilayict genler
olarak hareket edebilecegini ve MIRNA ekspresyonlarindaki degisikliklerin ¢esitli insan

kanserleri ile yiiksek oranda iligkili oldugunu gostermektedir [82], [83].

miRNA'lar, kodlayici olmayan kiiciik RNA'lardir ve pre-miRNA'lar olarak bilinen
primer transkriptlerden RNA'ya 6zgii bir riboniikleaz enzim kompleksi olan DROSHA ile
islenmektedir[84].  Pre-miRNA'lar  sitoplazmada  fonksiyonel  olgun ~ miRNA'ya
doniistiiriilmektedir. Bu pre-miRNA'lar ayrica RNA girisimine katilan RNA kaynakli susturma

kompleksine benzer bir hiicresel kompleks ile baglantili olan olgun miRNA'lar1 olusturan
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endoniikleaz Dicer tarafindan ayrilmaktadir. Olgun miRNA'lar, RNA kaynakli susturma
kompleksi(RISC) igin tamamlayict hedef mRNA'lara baglanarak hiicrede protein
prodiiksiyonunu diizenlemektedir. RISC, mRNA'nin ayrilmasi ve parcalanmasiyla protein

ekspresyonunu inhibe etmek i¢in hedef mRNA'lar ile mitkemmel bir sekilde eslesmektedir.

mMiRNA'larin iiretimi, niikleer sentez ve sitoplazmik sentez igeren ve ¢esitli enzimlerin
katilimini gerektiren ¢ok karmasik bir biyolojik siiretir. ilk olarak, miRNA'y1 kodlayan gen,
¢ekirdek igindeki RNA polimeraz II tarafindan 6zel firkete yapilarina (AAAAA ve TMGpppG)
sahip bir pri-miRNA'ya kopyalanir. Daha sonra, pri-miRNA'lar niikkleaz Drosha (riboniikleaz
III) tarafindan pargalanir. Riboniikleaz III tarafindan kesilen miRNA’lar 70 ila 100 niikleotit
uzunlugunda olup pre-miRNA’ya degisirler. Sitoplazmik bir tasiyici olan Exportin-5, Ran-GTP
yardimiyla pre-miRNA'lar1 ¢ekirdekten sitoplazmaya tasir ve daha sonra pre-miRNA,
riboniikleaz III (Dicer) tarafindan yaklasik 19-23 niikleotitlik kisa ¢ift iplikli olgun miRNA’lara
doniisiirler Iplik ayrilmasindan sonra, bir sarmal miRNA genellikle bozulur ve diger sarmal
miRNA, olgun bir miRNA olusturmak i¢in AGO (argonaute) proteinine baglanir. miRNA’larin
bir zinciri Argonuate proteinine bagli RNA kaynakli susturma kompleksi olan RISC enzim
kompleksine baglanarak hedef mRNA’nin ORF, 3'UTR, 5'UTR bdlgelerine veya promotor
bolgelerine baglanarak translasyonu ya mRNA’y1 yok ederek ya da mRNA’y1 baskilayarak
engellemektedir [85].

Tablo 2-6: Sarkomlarla iligkili bazt miRNA’lar

mMiR-34 ailesi, timoér baskilanmasi ile iligkili olan ve insan tiimorlerinde downregiile olan
evrimsel olarak korunmus miRNA'larin bir grubudur. Ayrica yapilan g¢aligmalarda miR-
34b'nin ekspresyon seviyeleri immunohistokimyasal olarak EWS-FLI1 pozitif 6rneklerde
EWS-FLI1 negatif 6rneklere kiyasla daha yiiksek bulundugu bildirilmistir [84].

Vaskiiler endotel hiicre biiyiime faktorii A (VEGFA), miR-638'in hedef bir geni oldugu
bildirilen VEGF ailesinin 6nemli bir {yesidir. MicroRNA-638, insan Ewing sarkom

hiicrelerinde VEGFA ekspresyonunu baskilayarak hiicre biiylimesini ve tiibiil olusumunu

inhibe etmektedir [86].

miR-708-5p, EWS/FLI1 Ewing sarkomu ile ters iliskilidir. Bu miRNA, tiimor biiyiimesini
etkilememektedir [87].

Hipoksi ile indiiklenebilen faktor-1p (HIF-1) miR -107'nin bir hedef geni olarak kabul
edilmektedir. Ewing sarkom hiicrelerinde miR-107, kismen HIF-1p hedefleyerek Ewing

sarkom hiicrelerinin hiicre ¢ogalmasini ve tiip olusumunu baskilamaktadir [88].
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miR-20b, transforming growth faktori reseptorii 11 (TGFBR2)’nin hedeflenmesi yoluyla
hiicre c¢ogalmasint destekler ve Ewing sarkom hiicrelerinde MYC ekspresyonunu

artirmaktadir [89].

2017 yilinda yapilan bir aragtirmada Ewing sarkomun metastatik mekanizmlarini anlamak
icin miR-130b ile ¢alisilmistir. Bunun sonucunda CDC42-PAK1-AP1 kaskadlarindaki yolu
etkileyereck ARHGAP1'i dogrudan hedef aldig1 gosterilmistir [90].

MiR-145-3p proliferasyonu baskilar ve HDAC4'li hedefleyerek osteosarkom hiicresinin
apoptozis ve otofajisini destekler. Caligmalar, miR-145-3p'nin bir tiimdr baskilayicisi olarak
islev gordiiglinii ve timor biiyiimesi ve metastaz ile iliskili oldugunu gostermistir. miR-145-
3p'nin, osteosarkomda normal kemik dokusuyla karsilastirildiginda 6nemli 6lglide azaldigini
gostermistir. miR-145-3p'in agir1 ekspresyonu, proliferasyonu Onemli Olglide azaltarak,
osteosarkom hiicrelerinin apoptoz ve otofajisini indiikledigi bildirilmistir. Bu sonuglar miR-
145-3p'nin osteosarkomda tiimor baskilayici olarak rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir

[91].

2021 yilinda yapilan galismada miR-146b-5p'nin BTG2’ yi baskilayarak Ewing sarkomun
ilerlemesini sagladigimi ortaya koydu, bu da gelecekte antikanser ilag gelisimine ve Ewing

sarkom tedavisine 1s1k tutabilir [92].

2021 yilinda yapilan farkli bir galismada literatiirde ilk kez miR-145' in deregiilasyonunun
kok hiicre ozelliklerini hedefleyerek TC71 ve TC106 hiicrelerinde tiimdr biiylimesi ve
metastazinin inhibisyonuna yol agarak EMT siirecini inhibe ettigi gosterilmis ve SOX2, KLF4
ve OCT4'in 6nemli bir diizenleyicisi olarak miR-145'in Ewing sarkomunda 6nemli bir

miRNA oldugu ortaya koyulmustur [93].

miR-301a, Ewing sarkom hiicrelerinde PTEN’ i hedeflemek yoluyla hiicre ¢ogalmasini
desteklemektedir [94].

mMiRNA’lar karsinogenezde oénemli bir rol oynarlar. miR-218 ekspresyonunun mesane
kanseri [95], glioblastom[96], serviks kanseri [97] gibi c¢esitli kanser tiirlerinde timor
baskilayici oldugu bildirilmistir. miR-218, en bilinen miRNA'lardan biridir ve mide kanserinde
ilerlemeyi engelledigi gosterilmistir [98]. miR-218'in, periodontitiste MMP-9 araciligiyla
osteoklast farklilagmasini ve inflamasyon yanitim modiile ettigi bildirilmistir [99]. Yakin

zamanda mIiR-218-5p'nin hepatoseliiler karsinom, retinoblastoma, mide, agiz ve mesane
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kanserleri gibi bircok insan kanserinde tiimor baskilayici olarak gorev yaptigi bildirilmistir
[100], [101], [102], [103], [104].

2021 yilinda yapilan bir ¢alismada miyokard enfarktiisii (MI) sonras1 miyokard fibrozu,
kalp fonksiyonunun bozulmasinda temel bir faktor olarak kabul edilmistir. miRNA’larin kalbin
cesitli patofizyolojik siireclerinde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Bu ¢alismada, MI
sonrast miyokardiyal fibroblastlarda miR-218-5p'nin ekspresyonunun 6nemli 6l¢iide azaldigi
gosterilmistir [105].

MiRNA’larin genellikle birden fazla hedefi vardir. Bu nedenle, miRNA'lar potansiyel
olarak binlerce geni diizenler ve bunlarin ¢ogu transkripsiyonel diizenleme veya hiicre
dongisiiniin  kontrolii gibi diger temel hiicresel islevler diizeyindedir. miRNA'larin bu
potansiyeli goz Oniine alindiginda, miRNA'larin c¢esitli biyolojik siireglerde Snemli roller

oynamasi sagirtict degildir [106].

2.5. DNA Metilasyonu

Genetik mekanizmalarla diizen icinde c¢alisan epigenetik modifikasyonlar
transkripsiyonel aktiviteyi regiile etmek i¢in, kanserinde i¢inde bulundugu bir¢cok hastalikta
diizensizdir. Kanser epigenetigi, DNA dizilimlerindeki herhangi bir mutasyondan
kaynaklanmayan, gen ekspresyonunda go6zlenen g¢esitli kalitsal farkliliklardir. DNA
metilasyonu, miRNA’lar, histon modifikasyonlari, circRNA’lar, uzun kodlayict olmayan
RNA'larin ekspresyonu, tiimor olusumu, kanser ilerlemesi ve metastaz ile baglantili epigenetik

mekanizmalardir [107].

DNA metilasyonu, hiicresel biyolojide ve genom ekspresyonunun fizyolojik
kontroliinde gii¢lii bir sekilde yer alan 6nemli bir epigenetik modifikasyondur. [108]. DNA
metilasyonu, 1980'lerin basinda insanlarda bulunan ilk epigenetik modifikasyondur [109].
DNA metilasyonu, metil donorii olarak S-Adenil Metionin (SAM) kullanilarak DNA
metiltransferazlar (DNMT'ler) ile bir CpG diniikleotitinin sitozin halkasina bir metil grubunun
kovalent olarak eklenmesidir [110]. CpG diniikleotitleri okaryotik organizmalarin genomlari
boyunca yaygin olarak dagilmis olmasina ragmen, CpG agisindan zengin bolgeler (CpG adalari
olarak da adlandirilir) 6zellikle genlerin promotor bolgelerinde yogunlasmistir. CpG adalarinin
hipermetilasyonu, heterokromatin bolgelerinde meydana gelirken, hipometilasyon genellikle
aktif olarak eksprese edilen genlerde meydana gelir. Genom ¢apinda hipometilasyon ve
promotdre 6zgii hipermetilasyon, kanserin ortak ozellikleridir. CpG adalarinda genom capinda
DNA metilasyonu kaybi, kanserlerde tanimlanan ilk epigenetik degisikliktir. "DNA
hipometilasyonu" olarak adlandirilan genom capinda bolgelerde DNA metilasyonu kaybu,
genomik kararsizlik ve kanser ilerlemesi ile iligkilidir. Bununla birlikte, kanser hiicrelerinde en

cok tanman epigenetik degisiklik, timor baskilayici genleri etkileyen promotor
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hipermetilasyonudur. Bu susturma mekanizmasimin ilk 6rneklerinden biri, retinoblastoma ile
iligkili bazi RBI1 alellerinde kesfedilmistir [111]. Promoter bdlgelerdeki anormal CpG
metilasyonu, tiimor baskilayict genleri inaktive edebilir veya protoonkogenleri aktive edebilir
[112]. Protoonkogenlerin DNA hipometilasyonu ve transpoze olabilen elementlerin
aktivasyonu, karsinogenez ve metastaz ile iliskilidir [113]. BRCA1, Rb ve p53 gibi timor
supresOr genlerin promotdrlerindeki CpG adalarin  hipermetilasyonu, her bir proteinin
inaktivasyonuna yol acarak kanser gelisimini indiiklemektedir [107]. DNA metilasyonu, sabit
orneklerde bile zaman i¢inde stabildir, iyi bilinen tekniklerle kolayca saptanir, ¢esitli viicut

stvilarinda bulunur ve hiicre tipine 6zgiidiir [114].

MGMT (0-6 metilguanin DNA metiltransferaz) enzimi, kimyasal modifikasyonun
tersine ¢evrilmesini katalize etme yetenegine sahiptir. Bu enzim, gliomalar ve kolorektal gibi
bazi solid tiimorlerde MGMT gen promotdrii metilasyonu ile inaktive edilir. Bu tiir timdrlerin
Temozolamid gibi bazi monofonksiyonel alkilleyici ajanlara kars1 asir1 duyarlihig: bildirilmistir
[115]. Ornegin, promotdr hipermetilasyonu, delesyon yoluyla zaten bir aleli kaybetmis olan
kolorektal kanser hiicrelerinde CDKNZ2A alelinin inaktivasyonuna katkida bulunur [116]. Kolon
kanseri hiicrelerinde DNMTL'in inhibisyonu, INK4a/pl6' y1 yeniden aktive etmek ve hiicre

dongiisii durmasini indiiklemek i¢in yeterli hale gelmektedir [111].

Epigenetik kontrol, normal gelisim i¢in ve gevreye tepki olarak hangi genlerin agilmasi
veya kapatilmasi gerektigini gosterir. Cogunlukla "epigenetik writers", "epigenetik readers” ve
"epigenetik erasers" adi verilen protein gruplari tarafindan diizenlenirler. Epigenetik writers
(DNMT1, DNMT3A, DNMT3B) genom etrafinda degisiklikler olusturan enzimlerdir. Bu
degisiklik readers (MBD ailesi-metil-CpG-baglanma domaini) tarafindan fark edilir. Son olarak,
epigenetik degisiklige artik ihtiya¢ duyulmadiginda erasers (TET1, TET2, TET3) bunu
kaldirabilir. DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B tanimlanmis 6nemli DNAmetiltransferazlardir.
DNMT3A ve DNMT3B, embriyogenez sirasinda ilk CpG metilasyonundan sorumlu olan de
novo metiltransferazlardir. DNMT1, hemimetillenmis CpG'lerde tercihli metilasyon yoluyla
kromozom replikasyonu sirasinda metilasyon modelini korur [107]. Yapilan g¢alismalarda
DNMT proteinlerinin ve MBD proteininin mutasyon veya asir1 ekspresyonunun timérijenez ile
korele oldugu gosterilmistir [117]. Ayrica ¢ok sayida hematolojik malignitede TET ailesi

genlerinde mutasyonlarin bulundugu bildirmistir [118].

Prostat, meme, mide, karaciger, akciger, glioblastoma ve l6semi dahil olmak iizere
birgok farkli kanser tiirinde hem hipermetilasyon hem de hipometilasyon olan anormal DNA
metilasyon kaliplari bildirilmistir [119], [120], [121], [122], [123].

Anormal DNA metilasyon modellerinde iki sitidin analogu, 5-azasitidin/vidaza (AZA)

ve 5-aza-20-deoksisitidin/dakojen (DAC), FDA tarafindan miyelodisplastik sendromlarin
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(MDS) tedavisi i¢in onaylanmistir. Bu iki bilesik, DNMTL1 ile geri doniisii olmayan bir kovalent
kompleks olusturmakta ve proteazom aracilit DNMT1 bozulmasini tetiklemektedir. Desitabinin
aktif bir metaboliti olan ikinci nesil analog Guadesitabin (SGI-110), MDS ve akut miyeloid
16semi (AML) i¢in klinik deneyde test edilmektedir [124]. TET ailesinin birkag¢ kanserdeki roli
son ¢alismalarda Onerilmis olsa da, bir TET protein inhibitorii heniiz kanser tedavisi igin test

edilmemistir [107].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gere¢ -Materyal

Deney grubu Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, Cocuk Onkoloji Poliklinigine
basvuran 25 sarkomlu hasta (Ewing sarkomu, Osteosarkom, Sinoviyal sarkom, igsi hiicreli
sarkom) ve hasta populasyonuyla yas, cinsiyet ve etnik koken olarak eslestirilmis 22 saglikli
cocuktan olusturuldu. Ayrica 4 tiimor dokusu, bu hastalardan 2 hastanin timore yakin eslenik
dokusu g¢aligmaya dahil edildi. Tedavi Oncesi, operasyon esnasi ve tedavi sonrast olmak tiizere
bir takipli hastanin da tiimor ve periferik kanlart ¢aligildi.

Tez ¢alismasi igin Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi etik kurul komisyonu
tarafindan 26/06/2020 tarihinde yapilan toplantida, 16 sayili belge ile etik kurul onay1 alindi
(Etik Kurul onay: 02/07/2020, dosya no: 74742).

Calismada hasta ve saglikli kontrol grubuna ait kalite kontrolii gegen uygun
konsantrasyondaki RNA’lar ve DNA’ lar kullanildi. Calismaya alinan hastalar EW harfleri ile
kontrol grubu ise CK harfleri ile kodlandi. Calismada yer alan deney gruplarinin ortalama
yaslar1; sarkomlu hasta grubu i¢in 13,5 £6,3 (5-38); kontrol grubu i¢in 10,5+3,6 (4-18) arasinda
idi.

Calismaya Kkatilan tiim ¢ocuklarin vasileri 6rnekleri alinmadan 6nce ¢alisma hakkinda

bilgilendirildi ve goniillii onam formu imzalatildiktan sonra ¢alismaya alindu.

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve malzemeler Tablo 3-1’ de verilmistir.

Tablo 3-1: Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Y

Etilen-Diamin-Tetraasetikasit (EDTA)

Etanol [RIEDEL DE HAEN]

Etidyum Bromid (EtBr) [SIGMA]

Biocoll Separating Solution (Ficoll) [BIOCHROM]
Bromfenol Mavisi (BFB) [SIGMA]

Quick DNA MiniPrep Kit [ZYMO RESEARCH]
Quick RNA MiniPrep Kit [ZYMO RESEARCH]
SensiFAST ¢DNA Sentez Kiti [BIOLINE]

SensiFAST SYBR No-ROX Kit

EZ DNA Methylation-Gold Kit [ZYMO RESEARCH]
Human Methylated & Non-methylated DNA Set [ZYMO RESEARCH]

Y| V| V| V| V| V| V| V| V| V
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ZymoTag PreMix [ZYMO RESEARCH]

Primerler 100 nmol HPLC (I0-HPLC)

ID3EAL Individual miRNA RT Primer 1-plex [MIRXES]

ID3EAL miRNA gPCR Master Mix [MIRXES]

ID3EAL cDNA Sentez Kiti [MIRXES]

ID3EAL Individual miRNA gPCR Assay [MIRXES]

Marker

Agaroz [SIGMA]

V| V| V| V| V| V|V VI V

RNAlater

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 3-2” de verilmistir.

Tablo 3-2: Kullanilan Cihazlar

Y

-30 ve -80 Derin Dondurucu [SANYO]

Mikropipetler [GILSON, ISOLAB]

Santrifiijler [HERAUS, NUVE, HETTICH, JOUAN]

Termal Dongii Cihaz1 [TECHNE]

Gel Dokiimantasyon Sistemi [BRL]

Spektrofotometre NanoDrop 2000 [THERMO SCIENTIFIC]

MIC Real Time PCR Cihaz1

Distile Su Cihaz1 [MILLIPORE]

Mikrodalga Firm [ARCELIK]

Etiivler (37°C ve 56°C) [NUVE]

Vorteks [FINEPZR]

Manyetik Kanstiriear [NUVE]

Y| V| V| V| V| V| V| V| V| V| VI VY

Azot Tanklann [MVY]

3.1.3. Kullamlan Tampon Cozeltiler

Tez cgalismasinda kullanilan tampon ¢ozeltiler: 1 litre 10X PBS tampon ¢ozeltisi

hazirlamak i¢in 80 gram sodyum kloriir (NaCl) , 2 gram potasyum kloriir (KCI) , 11,5 gram

disodyum fosfat (Na;HPO.) ve 2 gram potasyum dihidrojen fosfat (KH2POs) tartilip 1 litre

distile su igerisinde ¢oziildii. 1 litre 10X TBE ( Tris- Borik Asit- EDTA) tampon ¢ozeltisi
hazirlamak i¢in 55 gram borik asit, 40 mL 0,5 M EDTA( pH: 8.00) ve 108 gram Tris kullanildi.
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3.2. Yontem
Calismada sirasiyla asagidaki deneyler gergeklestirildi.

1- Periferik kandan lenfosit izolasyonu

2- Lenfosit hiicrelerinden RNA ve DNA izolasyonlari

3- Dokudan DNA ve RNA izolasyonlari

4- WASF3 geninin ekspresyonu igin total RNA’dan cDNA sentezi ve SYBR Green ile
Real time PCR (RT-gPCR)

5- miR-218-5p’nin ekspresyonu i¢in total RNA kullanarak cDNA sentezi ve ekspresyon
analizi

6- DNA kullanilarak Bisiilfit Modifikasyonu ve Metilasyon Spesifik PCR, Agaroz Jel
Elektroforezi

WASF3 geninin ve miR-218-5p’nin ekspresyon diizeyi, WASF3 geninin metilasyonu
hasta ve saglikli kisilerin periferik kan lenfositlerinde ve 4 hastanin dokularinda incelendi.
Sarkomlu cocuklardan ve saglikli kontrol grubu c¢ocuklardan alinan 10 mL periferik kan
orneklerinden ilk dnce lenfositler izole edildi. Izole edilen lenfosit hiicrelerinden ve dokulardan
total RNA ticari kit ile (ZYMO Research Quick-RNA™ Miniprep Plus Kit) izole edildi. Bu
RNA o6rneklerinden hem WASF3 gen ekspresyonu i¢in ¢cDNA (BIOLINE SensiFAST cDNA
Sentez Kiti ile) hem de Revers Transkriptaz yontemiyle hedef miRNA’lara 6zgii ¢cDNA
(MIRXES ID3EAL cDNA Sentez Kiti ile) sentezlendi. Arastirilan miRNA’nin ekspresyon
diizeyi RNUG6-1 referans gen varhiginda kantitatif Real Time-PCR (Gerg¢ek Zamanli-PCR)
yontemi ile incelendi.

Metilasyon deneyleri i¢in DNA’lar periferik kandan izole edilmis olan lenfosit
pelletinden ve dokulardan ticari kit ile (ZYMO Research Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit)
izole edildi. Ornekler Zymo Research EZ-DNA Gold Metilasyon kiti ile Bisiilfit
modifikasyonuna tabi tutulduktan sonra Metilasyon spesifik PCR ile metile reaksiyon ve
unmetile reaksiyonlara ait PCR amplikonuna ait bantlar degerlendirilerek 6rneklerin metile ve

unmetile olup olmadiklar1 belirlendi.

3.2.1. Periferik Kandan Lenfosit izolasyonu

» 10 mL periferik kan 6rnegi Na- EDTA’l1 tiipe alindi. Periferik kan %0,9’luk NaCl ile

1/1 oraninda seyreltildi.

» Seyreltilen kan 6rnegi falkon tiipte bulunan 2 mL Ficoll iizerine pipet yardimiyla

yiiklendi. 30 dk. 1910 RPM’de santrifiij edildi.
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> Alt fazinda eritrositler, orta fazinda lenfositler, list fazinda plazma bulunan falkon

tiipten lenfositler pastor pipet yardimiyla temiz bir falkon tiipe aktarildi.

» 10 dk. 1910 RPM’de santrifiij edildi.

» Siipernatant bosaltilarak 2 mL PBS pellet iizerine eklendi ve pipetleme yapilarak pellet
¢oziildi. Elde edilen pellet 2 kriyo tiipe 1’er mL olacak sekilde dagitildi. Bir hasta

ornegi i¢in 4 tane kriyo tiip olacak sekilde ¢alisma devam ettirildi.

> Kiriyo tiipler 4 dk. 1910 RPM’de santrifiij edildi. Ust faz dokiildii. Elde edilen hiicreler
-80°C’de bir giin siireyle bekletildi.

» Son olarak kriyo tiiplerdeki hiicreler uzun siireli saklanmak iizere azot tanklarina

kaldirildi.

3.2.2. Lenfosit Hiicrelerinden RNA Izolasyonu

Saf RNA izole etmek amaciyla ticari bir kit olan QuickRNA Mini Prep Plus Kit
[ZYMO RESEARCH] protokolii kullanilarak lenfosit hiicrelerinden RNA izolasyonu
gergeklestirildi.

RNA izolasyonu islem asamalari kit protokoliine gére su sekildedir:

» Azot tankindan ¢ikarilan kriyo tiiplerinde bulunan lenfosit hiicrelerinin {izerine RNA
Lysis Buffer (300uL) eklendi ve ¢oziilene kadar pipetaj yapildi ve sar filtreli toplama
tiiplerine (Spin Away Filter) aktarildi.

» 1 dakika 12,000 g’de santrifiij yapildi. Santrifijden sonra sar1 kolon genomik DNA

eldesi igin ayrildi.

> Santrifiijii takiben altta toplanan fazin tizerine 300 uL %95-100’liik etanol eklendi ve
Zymo-Spin ICG Column adi verilen yesil kolonlu toplama tiiplerine aktarildi.
1 dakika 12,000 rcf’de santrifiij edildi.

» Yesil kolon temiz bos tiipe alindiktan sonra {izerine RNA Wash Buffer (400uL)
eklendi. 2 dakika 12,000 g’de santrifiij yapildi.

» Bir hasta i¢in 75 uL DNA Digestion Buffer ; 5 pL DNase I ile karistirilarak yesil kolon
tizerine 80 puL mix eklenerek oda sicakliginda 15 dk. inkiibe edildi.

» Kolonun iizerine RNA Prep Buffer (400 uL) eklendi ve 60 saniye 12,000 g’de santrifiij
edildi. Tupiin altinda kalan faz uzaklastirildi.
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» Kolonun iizerine yikama tamponu RNA Wash Buffer (700 pL) eklendi ve 2 dk.
12,000 g’de santrifiij edildi. Tiipiin altinda kalan faz uzaklastirildi.

» Kolonun iizerine yikama islemini tekrar etmek i¢in RNA Wash Buffer (400 uL)
eklendi ve 2 dakika 12,000 g’de santrifiij edildi. Tiipiin altinda kalan faz uzaklastirild.

» Kolon RNaz igermeyen 1,5 mL’lik yeni bir santrifiij tiipiine alind1 ve tizerine 40 uL

DNaz/RNaz i¢cermeyen steril distile su eklendi. 12,000 g’de 2 dakika santrifiij edildi.

> lzole edilen RNA’larin Kalite kontrolleri yapildiktan sonra birkag eppendorf tiipe
boliinerek -80°C’de saklandi.

3.2.3. Lenfosit Hiicrelerinden DNA zolasyonu
Elde edilen lenfosit 6rneklerinden DNA izole etmek igin ticari bir kit olan Quick-DNA
MiniPrep Plus Kit [ZYMO RESEARCH] protokolii kullanildi. Protokole gore;

» Omek kaybmi aza indirmek i¢in RNA izolasyonu yapilirken genomik DNA igin

ayrilan sar1 kolonlarla ¢alismaya devam edildi.

» San filtreli kolon {izerine 400 uL DNA Pre- Wash Buffer eklendi ve 12,000 g’de
1 dakika santrifiij edildi.

» Kolon temiz bos tiipe alindiktan sonra tizerine 700 pL g-DNA Wash Buffer eklendi ve
12,000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

» Alt faz atildiktan sonra kolon ftizerine 200 puL g-DNA Wash Buffer eklendi ve
12,000 g’de 2 dakika santrifiij edildi.

» Kolon DNaz igermeyen 1,5 mL’lik yeni bir santrifiij tlipine alind1 ve tizerine 50 pL

DNA Elution Buffer eklendi. 12,000 g’de 1 dakika santrifiij edildi

> Elde edilen DNA’larin kontrolleri yapildiktan sonra birkag tiipe boliinerek -80°C’de

saklanda.

3.2.4. Dokudan RNA izolasyonu

Etkili RNA stabilizasyonu saglamak i¢in laboratuvara gelen doku ornekleri RNAlater
ile muamele edildi. Tiiplere konulan RNA 6rnekleri 0,5 cm kalinliktan daha ince olacak sekilde
parcalanarak RNAlater soliisyonunun dokuya etki orani artirilmasi saglandi. 1mg doku igin 10
nL RNAlater soliisyonu kullanildi. -80°C’de saklama igin doku alindiktan sonra gece boyunca
2-8 °C araliginda stabilizasyon i¢in bekletildi. RNA ve DNA izolasyonu yapilmadan 6nce
RNAlater dokulardan uzaklastirildi.
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Doku bistiirii yardimiyla cam petri iginde kiigiik parcalara ayrildi. Bu dokular
ependorf tiipe alinarak {izerine 30 uLL PK Digestion Buffer ve 15 uL Proteinaz K
eklendi.

Vortekslendikten sonra oda sicakliginda 3 saat inkiibasyon yapildi.

Inkiibasyondan sonraki mevcut hacim kadar RNA Lysis Buffer eklendi ve ¢oziilene
kadar pipetaj yapildi ve sar filtreli toplama tiiplerine (Spin Away Filter) aktarildi.
12,000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra altta toplanan fazin tizerine 300 pL %95-100’liik etanol eklendi ve
yesil kolonlu toplama tiiplerine (Zymo-Spin IIICG Column) aktarildi. 12,000 g’de
1 dakika santriftij edildi.

Yesil kolon yeni bos tiipe alindiktan sonra iizerine 400 uL. RNA Wash Buffer
eklendi. 12,000 g’de 2 dakika santrifiij edildi.

Bir hasta i¢in 5 uLL DNase I ve 75 uL DNA Digestion Buffer karistirilarak yesil kolon
iizerine 80 puL mix eklenerek oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

Kolonun iizerine 400 uLL RNA Prep Buffer eklendi ve 12,000 g’de 1 dakika santrifiij
edildi. Alttaki faz uzaklastirildi.

Kolonun tizerine yikama tamponu 700 pL RNA Wash Buffer eklendi ve 12,000 g’de
2 dakika santrifiij edildi. Alttaki faz uzaklastirildi.

Kolonun tizerine yikama islemini tekrar etmek i¢in 400 pL. RNA Wash Buffer
eklendi ve 12,000 g’de 2 dakika santrifijj edildi. Alttaki faz uzaklastirildi.

10-Kolon RNaz igermeyen 1,5 mL’lik yeni bir santrifiij tiipiine alind1 ve tizerine 40 uL

DNaz/RNaz igermeyen steril distile su eklendi. 12,000 g’de 2 dakika santrifiij edildi.

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

saklandi.

3.2.5. Dokudan DNA izolasyonu

Dokudan DNA izole etmek igin ticari bir kit olan Quick-DNA MiniPrep Plus Kit

[ZYMO RESEARCH] protokolii kullanildi. Protokol asamalarina gore;

1-

Doku bistiirli yardimiyla cam petri kutusu icinde kiiciik pargalara ayrildi. Bu dokular
ependorf tiipe alinarak tizerine 95 puL su, 95 pL Solid Tissue Buffer ve 10 pL

Proteinaz K eklendi.

2-

Vortekslendikten sonra inkiibatorde 55 °C ‘de 3 saat bekletildi.

3-

Inkiibasyondan sonra &rnek miktarinin iki kati kadar Genomic Binding Buffer

eklendi. 10 sn vortekslendi ve sar1 kolona aktarildi.
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4
5
6
7
8

12,000 g’ de 1 dakika santrifiij edildi. Alt faz atildi.

400 uL DNA pre- Wash Buffer eklendi. 12,000 g’ de 1 dakika santrifiij edildi.
700 pL g-DNA Wash Buffer eklendi. 12,000 g’ de 1 dakika santrifiij edildi.
200 pL g-DNA Wash Buffer eklendi. 12,000 g’ de 1 dakika santrifiij edildi.

Kolon temiz saklama tiipiine alindi. 50 nL. DNA Elution Buffer eklendikten sonra
5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 12,000 g’de 1 dakika santrifiij edildi
Elde edilen DNA’larin kontrolleri yapildiktan sonra birkag tiipe boliinerek -80°C’de

9

saklanda.

3.2.6. RNA Konsantrasyonlarmin Olciilmesi

RNA ve DNA’ da ki niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyunda en
yiiksek absorbsiyon 6zelligi gosterir. Bu nedenle 260 nm’de 6lgiilen absorbans degerleri (Aze0)
oldukca saf olarak izole edilen niikleik asitlerin mikrogram seviyesinde miktarlarinin
belirlenmesinde kullanilir. izolasyonu yapilan RNA’larin  dlgiimleri NanoDrop 2000
Spektrofotometre [THERMO SCIENTIFIC] cihazinda sulandirilmamis stok 6rneklerden 1 pL
alinip, cihaza yiiklenerek yapildi. RNA’nin safligi A260 nm dalga boyundaki 6l¢timiin A280
Ol¢iimiine boliinmesi sonucu (A260/A280nm) belirlendi. Absorbansi 1.6 ile 2.0 arasinda olan
OD (Optik Density- optik yogunluk) RNA’lar uygun saf RNA 6rnegi olarak kabul edildi ve
calismaya dahil edildi. RNA’nin 260 nm’de vermis oldugu 1 optik densitesilik absorbans 40 pg
RNA molekiiliine esittir. RNA konsantrasyonu NanoDrop cihaz1 ile olgiiliirtken 1 uL hacim
yeterli geldiginden RNA konsantrasyonu dogrudan o6lgiilebilmekte ve RNA’nin seyreltilmesine
gerek kalmamaktadir. Bundan dolayr NanoDrop cihazi ile 6lgiilen RNA’nin konsantrasyonu

asagida verilen denklem seklinde hesaplanir:

RNA konsantrasyonu (ug/mL) = A260 x Sulandirma Katsayisi (1) x 40 pg/ mL

RNA orneklerinin sonraki deneylerde konsantrasyonlarinin esit olmasi gerektigi i¢in hasta ve

kontrol grubuna ait 6rnekler uygun sekilde sulandirildi.

3.2.7. DNA Konsantrasyonlarimin Olciilmesi

Izole edilen DNA’larin Thermo Scientific Nanodrop2000 cihazinda miktar tayini ve
saflik kontrolii yapildi. Elde edilen DNA orneklerinden 1 pL cihaza yiiklenerek absorbans
olgiimii yapildi. Ornegin saflig1 igin 260/280 nm oraninin yaklasik olarak 1,8 ve 260/230 nm
oraninin ise 2-2.2 arasinda olmasina dikkat edildi. Kimyasal madde ve protein kontaminasyonu
olmadig1 saptanan DNA ornekleri Metilasyon Spesifik PCR’in ilk asamasi olan bisiilfit

modifikasyonu i¢in hazirlandi.
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3.2.8. WASF3 Gen Ekspresyonu icin ¢cDNA (komplementer DNA) Sentezi ve Real
Time PCR Yontemi (Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Calismamizda arastirdigimiz WASF3 geninin ekspresyon diizeyi MIC Ger¢ek Zamanh
PCR Cihazi (MIC qPCR Cycler) kullanilarak analiz edildi. Reaksiyon sirasinda ¢ogalan gen
tirinlerinin saptanabilmesi i¢in SYBR Green floresan boyasi kullanildi. Real Time PCR
gergeklesirken primerlerin diizgiin baglandigindan ayrica hedef gen ile referans gen diginda
bagka bir iirliniin gogalmadigindan emin olabilmek i¢in PCR doéngiisii sonuna “Erime Egrisi
Analizi (Melting Curve Analysis)” eklendi. Hastalarin lenfosit hiicrelerinden ve dokularindan
elde edilen RNA o6rneklerine once ters transkriptaz enzimi kullanilarak cDNA (komplementer
DNA) yapildi. Daha sonra 6rnekler hedef ve referans genlere ait primerler ile yapilan Real Time
PCR islemine tabi tutuldu. Hasta 6rnekleri ile saglikli kontrol grubu arasinda var olan gen ifade
degisiklikleri degerlendirildi. Ekspresyon i¢cin ¢cDNA ve Real Time PCR reaksiyon karigimi,
kosullar1 ve primer giftleri Tablo 3-3, 3-4, 3-5, 3-6 ve 3-7’ de verilmistir.

Tablo 3-3: cDNA reaksiyon karigimi

Uriin Ad1 Hacmi
5xTransfer Buffer 4 uL
Reverse Transkriptaz enzimi 1 uL
DNase-RNase ( niikleaz) free water X uL
RNA 6rnegi X pL
TOPLAM 20 pL

Tablo 3-4: ¢cDNA i¢in sicaklik kosullari

» 25°C’ de 10 dk.

» 42°C’ de 15 dk.

» 85°C’ de 5 dk.

> +4°C’° dew
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Tablo 3-5: Real Time PCR reaksiyon karigimi

Uriin Adx Hacmi
2x SYBR Green 10 uL
Forward primer (10pM) 0,8 uL
Reverse primer (10puM) 0,8 uL
cDNA 3 uL
DNaz- RNaz free water 5,4 uL
Toplam 20 pL

Tablo 3-6: WASF3 gen ekspresyonu igin Real Time PCR kosullari

Dongii Sicaklik Siire Reaksiyon
1x 95°C 2 dakika Polimerizasyon
95°C 5 saniye Denatiirasyon
40x 60°C 20 saniye Baglanma/ Uzama

Tablo 3-7: gPCR da kullanilan Primer ¢iftleri

B-AKTIN-Forward 5-CATCGAGCACGGCATCGTCA-3’
B-AKTIN-Reverse 5-TAGCACAGCCTGGATAGCAAC-3’
WASF3-Forward 5-TCTCACTACAGGATATCAACATGAAA-3’
WASF3-Reverse 5-ATGGTGTCAGGATGTTCAGAG-3’

3.2.9. miR-218-5p gen ekspresyonu icin cDNA Sentezi ve Real Time PCR (Ger¢ek
Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Real Time PCR ekspresyon reaksiyonu i¢in ID3EAL cDNA Synthesis System
[MIRXES] kiti kullanilarak miRNA spesifik Ters Transkriptaz enzimi ile RNA’dan cDNA
sentezi gerceklestirildi. Tiim reaksiyon islemi buz igerisinde gerceklestirildi. cDNA reaksiyon
bilesenleri Tablo 3-8’ de belirtilen miktarlarda karistirildi. ¢cDNA igin BioRad PCR cihazi
kullanildi. Tablo 3-9’da sicaklik kosullar1 belirtildi.
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Tablo 3-8: miR-218-5p igin cDNA sentez reaksiyonu bilesenleri

Uriin Ad1 Hacmi

RNA X uL

ID3EAL RT Buffer 4X 5uL

ID3EAL RT Primer | Plex miRNA-218-5p 1 uL

ID3EAL RT Primer | Plex RNU6-1 1 uL

ID3EAL Reverse Transcriptase 1 pL

Niikleaz igermeyen dH.O 20 pL’ye tamamlanir

Tablo 3-9: miR-218-5p igin cDNA i¢in sicaklik kosullari

» 42°C’de 30 dakika

> 95°C’de 5 dakika

> +4°C° dew

cDNA’lar -20°C’den c¢ikarilarak c¢Ozdiiriildii ve sonraki islemler buz iizerinde
gerceklestirildi. Cozdiiriilen cDNA’lar, 1:10 oraninda niikleaz free water ile sulandirildi ve
Tablo 3-10 da verilen miktarlarda karisim, Son hacim 20 pL olacak sekilde MIC qPCR tiiplerine
aktarildi. Her bir hasta i¢in hem miR-218-5p hem de RNU6-1 primerleri i¢in reaksiyon Karigimi
ayri ayri hazirlandi. miR-218-5p gen ekspresyonu i¢in Real Time PCR kosullar1 Tablo 3-11” de
verildi.

Tablo 3-10: miR-218-5p gen ekspresyonu i¢in Real Time PCR reaksiyon karigimi

Uriin Adx Hacmi
ID3EAL gPCR Master Mix SYBR Green (2x) 10 uL
ID3EAL gPCR assay primer (10x) 2 ul
c¢DNA (1:10 oraninda sulandirilmis) 5uL
DNase RNase free water 3uL
TOPLAM 20 uL
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Tablo 3-11: miR-218-5p gen ekspresyonu i¢in Real Time PCR kosullar

Dongii Sicaklik Siire Reaksiyon
95°C 10 dakika

1x Polimerizasyon
40°C 5 dakika
95°C 10 saniye |Denatiirasyon

40x 60°C 30 saniye |Baglanma/ Uzama

Real-Time qPCR islemi, MIC qPCR Cycler cihazi kullanilarak yapildi ve sonuglar

analiz edildi.

Sekil 3-1 : MICgPCR cihaz Sekil 3-2: MICgPCR tiipleri ve hazirlanmasi

Sekil 3-3: MICqPCR tiipleri yerlestirmesi
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3.2.10. DNA’nin Bisiilfit Modifikasyonu

EZ DNA Gold Metilasyon [Zymo Research] kiti kullanilarak DNA 6rnekleri Bisiilfit
islemine tabi tutuldu. Modifikasyondan sonra metile Sitozin’ler Urasil bazina donisiirken,
metile olmayan Sitozin’ler degismeden ayni sekilde kaldi. Nanodrop ile safligi ve absorbansi

oOl¢iilen DNA 6rneklerinin 500 nanogramina protokole gore bisiilfit modifikasyonu uygulandi.

*20 uL'den biiyiik DNA hacimleri i¢in, CT Doniistiirme Reaktifi hazirlanirken bir

ayarlama yapilmasi gerekir.

DNA numune hacmindeki her 10 uL artis icin su miktar1 100 pL azaltilir. Ornegin, 40
L DNA 6rnegi igin, CT Doniistiirme Reaktifini yapmak i¢in 700 pL su eklenir.

Not: Numuneye eklenen CT Doéniistiirme Reaktifi hacmi de numune arttik¢a ayni
hacim kadar azaltilmalidir, toplam reaksiyon hacmi 150 pL kalir. Her doniigiim reaksiyonu i¢in
kullanilacak maksimum DNA numunesi hacmi 50 uL'dir. M-Coziiniirlik Tamponu veya M-

Dilution Buffer'in hacimlerini ayarlamayin.

1. Her bir 500 nanogram DNA 6rnegine (20 pL); 130 uL CT Degistirme buffer
konuldu. DNA hacminin 20 uL’den az oldugu anlarda aradaki fark distile su ile

tamamlandu.

2. Hazirlanan tiipler Termal Cycler Dongli cihazinda asagidaki mevcut kosullarda
inkiibe edildi.

> 98°C’de 10 dk.

» 64°C’de 2 saat 30 dk.

» 4°C’de 20 saate kadar saklama

3. Inkiibasyondan sonra, karisima baglanma soliisyonu (600 pL) ilave edildi ve kolona

yiiklendi.

4. Maksimum hizda 30 saniye santrifiij yapildi. Alt faz atild1.

5. Kolona yikama soliisyonu (100 pL) eklendi ve maksimum hizda 30 saniye santrifiij

yapildi.

6. Kolon iizerine desulfonasyon soliisyonu (200 uL) eklendi ve 25-30 °C arasindaki
oda sicakliginda 15-20 dakika inkiibasyona birakild1. Inkiibasyondan sonra &rnekler eppendorf

santrifiijde maksimum hizda 30 saniye santrifiij yapildi.

7. Kolona yikama soliisyonu (200 pL) eklendi ve maksimum hizda 30 saniye santrifiij

edildi. Tekrar yikama soliisyonu (200 L) eklendi ve 30 saniye santrifiij edildi.
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8. Kolon temiz 1.5 mL’lik ependorf tiipe yerlestirildi. 10 pL eliisyon buffer direkt
olarak kolona konuldu. 30 saniye. maksimum hizda santrifiijlendi ve modifiye olmus DNA -
20°C’de PCR yapilana kadar saklandi.

3.2.11. Metilasyon Spesifik PCR

CpG adaciklarindaki metilasyonun saptanmasi i¢in Herman ve arkadaslar tarafindan
gelistirilen, hizli ve hassas bir yontemdir [125]. Bu metotta bisiilfit reaksiyonunun ardindan
DNA’nin metile ve unmetile bolgeleri metilasyon spesifik olan ve olmayan primerler ile
amplifiye edildi. MSP’de her bir 6rnek igin metile (M) ve unmetile (U) spesifik iki primer ¢ifti
kullanildi. Metile ve unmetile pozitif ve negatif 6rneklerde PCR da kullanildi. Reaksiyon
karigimi ve PCR kosullart Tablo 3-12, 3-13 ve 3-14’te verilmigtir.

Tablo 3-12: Metilasyon spesifik PCR reaksiyon karigimi

Uriin Ad1 Hacmi
Zymo Tag Premix 25 ulL
Forward Primer (10uM) 3uL
Reverse Primer (10uM) 3uL
DNA 2 uL
DNase RNase free water 17 uL

Tablo 3-13: MSP-PCR kosullar1

Dongii Sicakhik Siire

1x 95°C 10 dakika
95°C 30 saniye
55°C 40 saniye

41x
72°C 45 saniye

1x 72°C 7 dakika
+4°C oS
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Tablo 3-14: Metilasyon Spesifik PCR igin primerler

WASF3-Forward- Metile 5’-GGAGGATTAAGGGTGAGAGTTATC-3’
WASF3- Revers- Metile 5-CGCTTCACCAAAATTAACGA-3’
WASF3- Forward- Unmetile 5’-GAGGATTAAGGGTGAGAGTTATTGT -3”
WASF3- Revers- Unmetile 5-AACCACTTCACCAAAATTAACAAA -3°

3.2.12. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Cogaltilan Metile ve Unmetile PCR giftleri %2’lik agaroz jel de 1XTBE tamponda 45
dakika elekroforez edilmek suretiyle incelendi. Metile reaksiyon ve unmetile reaksiyonlara ait
PCR amplikonuna ait bantlar degerlendirilerek orneklerin metile ve unmetile olup olmadiklari
belirlendi. %2’lik agaroz jel asagida belirtildigi gibi hazirlandi.

» 2 gram agaroz 100 mL 1X TBE tampon soliisyonu i¢ine eklendi.

» Hazirlanan karistm mikrodalga firinda sicaklik ve zaman ayar1 yapilarak uygun
araliklarla karigtirilarak kaynatilda.

» Homojen goriinime gelen karigim, sicaklik biraz soguyunca, yaklasik 60°C
sicakliga geldiginde konsantrasyonu 10 mg/mL olan EtBr (Etidyum bromiir)
¢ozeltisinden 5 L ilave edilerek jel yapildi.

» Jel, yirmi disli tarak yerlestirilmis jel tabagina dokildii.

» Jel soguyarak polimerize oldu.

» Jel kullanilacagi zamana kadar ya TBE soliisyonu iginde ya da strech filme

sarilarak +4°C de saklandi.

3.2.13. Agaroz Jelde Orneklerin Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

PCR’1 yapilan 4 pL DNA, 1 uL 5X Loading dye boyasi ile karistirildi. Agaroz jel
uizerinde bulunan kuyucuklara yiiklendi. 100 volt akimda 45 dakika yuritildi ve UV
(ultraviyole) 1s1ik altinda incelendi. Bisiilfit islemi yapilan Human Methylated & Non-
methylated DNA Set [ZYMO RESEARCH] igerisindeki bildigimiz metil ve unmetil kontrol

gruplarina gore karsilastirma yapildi.

3.2.14. ACt, AACt ve 24ACY Degerlerinin Hesaplanmasi

Real Time PCR’ da, bir floresan sinyalinin birikmesiyle pozitif bir reaksiyon tespit
edilir. Ct (cycle threshold) ismi verilen dongi esigi, sistemin floresan miktarindaki ¢ogalmay1
farketmeye bagladigi, PCR iriiniiniin logaritmik ve lineer fazda eksponensiyal olarak artmaya

basladig1 zamandir. Ct seviyeleri numunedeki hedef niikleik asit miktar1 ile ters orantilidir.
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Ct miktar1 ne kadar diisiikse numunedeki hedef niikleik asit miktar1 o kadar fazladir. Real time
PCR da deneyler, 40 dongii amplifikasyonuna tabi tutulur.

Ct <29: numunede bol miktarda hedef niikleik asidin gostergesi olan giiglii pozitif
reaksiyonlar vardir.

30-37'lik Ct'ler: orta miktarda hedef niikleik asidin gostergesi olan pozitif
reaksiyonlardir.

38-40'ik Ct'ler: kontaminasyonu temsil edebilen minimum miktarda hedef niikleik
asidin gostergesi olan zay1f reaksiyonlardir.

Real Time PCR da bir primer seti i¢in tiim PCR {iriinlerinin ayn1 erime sicakligina sahip
olmasi beklenir. Kontaminasyon, ©6zgiin olmayan firiinler ve primer dimer olusumu gibi
kalintilar farkli erime sicakligina sahiptirler. Real Time PCR ile iiriinleri agaroz jele ihtiyag
duymadan erime sicakligi (melting curve) grafiklerinden faydalanarak spesifik olmayan
baglanmalar1 ve primer dimerleri saptamak mimkiindiir. Primerlerin baglanip baglanmadigini
anlamak i¢in gen diginda bagka iiriiniin ¢ogalmadigindan emin olmak i¢in melting curve analizi
kullanilir.

242 gen jfadelerini hesaplamak igin kullanilir.
ACt = Ct(Hedef gen) — Ct(Referans gen)
AACt = ACt(Hasta) — ACt(Saglikli Kontrol)ortalama

2—(AACt) = 2_ [ACt(Hasta) — ACt(Saglikli Kontrol)Ortalama]

3.2.15. istatistiksel Analiz

SPSS v21.0 programinda sarkomlu hasta ve saglikli gruba ait gen ekspresyon
seviyelerinin istatiksel olarak degerlendirilmesi yapildi. Gruplar arasindaki dagilimin normallik
varsayimi Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri ile degerlendirildi. Test Sonuglar
p<0,05 oldugu i¢in gruplar arasinda normal dagilim olmadig1 belirlendi. Ayrica 6rneklem sayisi
30’un altinda oldugundan verilerin incelenmesinde non-parametrik bir test olan Mann-Whitney
U testi kullanildi. Ayrica aday biyobelirte¢ olarak belirlenen miRNA’ nin tanisal giiciinii ortaya
¢ikarmak amaci ile ROC (Reciever Operator Characteristics Curve) analizi yapildi.

Mann-Whitney U testi, hasta ve kontrol gruplarinin 2" degerleri baz alinarak yapild.
Yapilan Mann-Whitney U testine gére miR-218-5p’nin ifade diizeyinin hasta gruplarinda
saglikli kontrollere gore istatistiksel agidan anlamli oldugu belirlendi (p<0,05). Yapilan Mann-
Whitney U testine gore WASF3’lin ifade diizeyinin hasta gruplarinda saglikli kontrollere gore
istatistiksel agidan anlamli oldugu belirlendi (p<0,05).
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4. BULGULAR

Bu calismada 2019-2021 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii,
Cocuk Onkoloji Poliklinigine bagvuran 25 sarkomlu hasta (Ewing sarkom, Osteosarkom, Igsi
hiicreli sarkom, Sinoviyal sarkom) grubu ile yas, etnik kdken ve cinsiyet olarak eslestirilmis 22
saglikli cocugun periferik kan 6rneklerinden elde edilen lenfositler kullanildi. Ayrica 4 hastanin
timor dokusu c¢aligildi. Bu hastalardan da 2 hastanin yakin dokusu calisildi. Bir hastanin da
tedavi Oncesi, operasyon esnasindaki periferik kan ve timoér dokusu ve tedavi sonrasi 3 ay
araliklarla iki periferik kan ornekleri tez ile ilgili gelecek ¢alismalara yol gdstermesi adina

calismaya dahil edildi.

Hastalarin yas ortalamasi 13,5 £6,3 (5-38); saglikli kontrol grubunun yas ortalamasi ise
10,5+£3,6 (4-18) olarak hesaplanmistir. Gerek saglikli kisilerden olusan kontrol grubunda
gerekse sarkomlu hasta grubunda yas ortalamalar1 arasinda istatistiksel bir fark bulunmamakta,

gruplar yas agisindan benzer dagilmaktadir.

4.1. WASF3 Gen Ifadesi I¢in Bulgular
NanoDrop 2000 [THERMO SCIENTIFIC] cihaz1 ile yapilan spektrofotometre 6l¢iim

sonuglarina ait 6rneklerin 6l¢tim degerleri Tablo 4-1°de verilmistir.

Tablo 4-1 : Baz1 Orneklere Ait Nanodrop Ol¢iim Degerleri

. Niikleik asit

Ornekler Konsantrasyonu Birim |A260/A280 |A260/A230 |Numune
EWO002 110,9 ng/uL 2,00 2,15 RNA
EW024 93,0 ng/uL 1,97 2,17 DNA
EW017-TUMOR 152,2 ng/uL 1,85 2,05 RNA
EW044 46,5 ng/uL 1,83 1,80 RNA
EW044 87,9 ng/uL 1,94 1,88 DNA
CK009 74,6 ng/uL 2,15 1,87 RNA

4.1.1. gPCR ile Cogaltilan Orneklerin Cogalma Egrileri ve Erime Egrisi Analizleri

Real-Time PCR’da ¢ogalan gen iriinlerinin saptanabilmesi i¢in SYBR Green floresan
boyast kullanildi. SYBR Green yapist geregi cogaltilan dizinin istenilen hedef bolge olup
olmadigin1 anlayabilmek i¢in, hedef gen ile referans gen haricinde baska bir iiriiniin ¢ogalip

cogalmadigin1 gérmek ve primer dimerlerini belirleyebilmek i¢in PCR déngiisii sonuna “erime
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egrisi analizi” (melting curve analysis) eklendi. Real Time PCR iglemi ile her bir gen
ekspresyonunu belirlemek igin g¢ogaltilan 6rneklerin erime egrisi analizleri verilmekte ve buna
gore ilgili gen bolgelerinin dogru bir sekilde ¢ogaltildigi gosterilmektedir. Erime egrisi
analizinde cihaz PCR tiiplerini yavasga isitmaya baslar. DNA iplikleri birbirinden ayrilmaya
basladiginda (melting temperature= Tm) floresan boya serbest kalir ve bunun sonunda da
okunan floresan boya miktar1 azalmaya baslar. Her bir DNA’nin kendine 6zgii belirli bir erime
sicakligr (Tm) vardir. Bu Tm degeri DNA fragmentinin uzunluguna ve i¢erdigi GC/AT oranina
baglidir. Primer dimeri olugsmussa bunlarin DNA parg¢asinin Tm derecesi farkli olacaktir. Tm
derecesinin farkli olmasi her {iriiniin kendine 6zgii gen dizisi icermesindendir. Bundan dolay1
Tm sicakligi her iriin igin spesifiktir. Cogunlukla bu yontemle bilinmeyen iki DNA dizisi
kargilastirilmak istendiginde yontem giivenilir bir sekilde kullanilabilir.

WASF3 gen ifadesi igin MIC-qPCR’a yiiklenen hasta ve kontrol o6rneklerinin
olusturdugu Real Time PCR egrileri ve erime egrileri Sekil 4-1 ve Sekil 4-2° de verildi. Her bir
ornegin ekspresyon seviyeleri CT (Threshold Cycle = Esik dongiisii) degerindeki farkliliklara

gore degerlendirildi.

Normalised Fluorescence

Sekil 4-1: Kontrol grubuna ve sarkomlu hastalara ait periferik kan 6rneklerinde B-Aktin
housekeeping gen esliginde incelenen WASF3 geninin RT-PCR egrileri
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-dF/dT

72 74 76 78 80 82 34 86 88 90 92
Temperature (°C)

Sekil 4-2 : Kontrol grubuna ve sarkomlu hastalara ait periferik kan drneklerinde B-Aktin
housekeeping gen esliginde incelenen WASF3 geninin erime egrisi analizi

4.1.2. WASF3 Gen ifadesinin Degerlendirilmesi

Gen ifadelerinin hesaplanmasi ve degerlendirilmesinde 2" metodu kullanildi. Bu
metoda gore sonuglar PCR firiinlerinin miktarindaki ilk 6énemli artis olan CT degerlerine gore
belirlendi. Ct (cycle threshold) ismi verilen dongii esigi, sistemin floresan miktarindaki artigi
fark etmeye basladigi ve PCR iriiniiniin logaritmik ve lineer fazda eksponensiyal olarak
artmaya basladigi zamandir. Ct seviyeleri numunedeki hedef niikleik asit miktar1 ile ters

orantilidir. WASF3’ e ait periferik kandaki ekspresyon hesaplamalar1 Tablo 4-2° de verilmistir.

Tablo 4-2: Periferik kandaki WASF3 gen ifade diizeyleri

Sira | WASF3 244!
No Ornekler

1 EWO001 0,0752
2 EWO002 A 1,1823
3 EWO004 0,1074
4 EWO006 0,4735
S EWO007 0,4097
6 EWO008 0,1504
7 EWO009 10,7062
8 EW011 0,0788
9 EW013 0,0934
10 EW014 0,0017
11 EWO015 0,8673
12 EWO018 0,0164
13 EW021 0,0004
14 EW024 0,0595
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15 EW025 0,0839
16 EW027 0,0982
17 EW029 0,0054
18 R1900/FN218 |0,0744
19 EWO030 0,0048
20 EW032 0,0027
21 EWO035 0,2439
22 EWO036 0,1751
23 EW037 1,7146
24 EWO039 0,0070
25 EW041 0,2657

Tablo 4-3: Tiimor ve timore yakin normal dokulardaki WASF3 ekspresyon diizeyleri

Hasta Primer Tiimér Tanisi o 24 degeri- Kat
Doku Tipi
Kodu (Kemik metastaz) olarak
EWO002 Osteosarkom Timor doku 146,96
EWO010 Osteosarkom Timor doku 11,42
EWO016 Sinoviyal sarkom Tiimé6r doku 397,06
EWO016-y |Sinoviyal sarkom rumor gegcsine yaigunormal 1,25
doku
EWO0L7 Retinoblastoma (Kemik |Kemige metastaz yapmis timor 914,92
metastazli) doku
EWO017-y Retinoblastoma (Kemik Kemlge metastaz yapmis timor 0,93
metastazi) cevresine yakin normal doku

Microsoft excel programi kullanilarak yapilan hesaplamalar dogrultusunda sarkomlu
hastalarin periferik kanlarinda, saglikli gruba gére ifade diizeylerindeki (2-*2“") artis veya azalist
belirten grafikler Sekil 4-3’de gosterilmektedir. Bu sonucglara gore hastalar, saglikli kontrol
grubu ile karsilastirildiginda WASF3’iin 24°T = 0,6 kat azaldig1 saptanmustir. Ewing sarkomlu
15 gocukta WASF3 2744€T = 0,17 bulunurken, osteosarkomlu 8 gocukta WASF3 244€T = 0,43
olarak bulundu. Ewing sarkomlu ve osteosarkomlu toplam 23 ¢ocuk varken; toplam sarkomlu

hastaya igsi hiicreli sarkom ve 38 yas osteosarkomlu baba da eklenmistir.
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WASF3 ekspresyonu (224Ct)

a
3,5
3
2,5
2
1,5
1
o ) o>
0
Sarkomlu Ewing Osteosarkom Kontrol (n=22)
Hastalar Sarkomu (n=8)
(n=25) (n=15)

Sekil 4-3: Periferik kanda sarkomlu hastalara ve saglikli kontrollere ait WASF3 ifade diizeyi
(Sarkom (n=25) olanin i¢inde 1 igsi hiicreli sarkom ve 1 de 38 yas osteoasarkom baba hasta var
Ewing sarkom (n=15) ve Osteosarkom (n=8) sadece ¢ocuk)

Gruplar arasindaki dagilimin normallik varsayimi SPSS  v21.0 programinda
Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri ile belirlendi. Test Sonuglar1 p<0,05 oldugu i¢in
gruplar arasinda normal dagilim olmadigi belirlendi. Ayrica 6rneklem sayis1 30’un altinda
oldugundan verilerin incelenmesinde non-parametrik bir test olan Mann-Whitney U testi
kullanildi.

Mann-Whitney U testi, sarkomlu hasta ve kontrol gruplarinn 2*%" degerleri baz
alinarak yapildi. Yapilan Mann-Whitney U testine gore WASF3’iin ifade diizeyinin hasta
gruplarinda saglikli kontrollere gore istatistiksel acidan anlamli oldugu belirlendi (p<0,05).
WASF3 i¢in elde edilen p degeri p=0,004 (Tablo 4-4) olarak hesaplandi.

Tablo 4-4: Hasta ve kontrol gruplari arasinda tedavi 6ncesi WASF3 gen ifade diizeylerinin
Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmesi

Tedavi dncesi WASF3 gen ifade
diizeyi
Mann-Whitney U 176,000
Wilcoxon W 527,000
VA -2,890
Asymp. Sig. (2-tailed) 0,004

Hastalarmn klinik 6zellikleri ile WASF3 gen ifade diizeyinin karsilastirilmasi Tablo 4-5°

de verilmistir.
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Tablo 4-5: Hastalarm Klinik Ozelliklerinin Tedavi Oncesi WASF3 gen ifade diizeylerinin

karsilastirilmast
WASF3 Ekspresyonu
Ozellikler Azalma Artma Toplam p degeri
n (%) n (%) (%)
0,718

<20 21 3 24 (%96)

>20 1 0 1 (%4)

Toplam n(%) 22 (%88) 3(%12) 25(%100)

Kadin 5 2 7 (%28)
Erkek 17 1 18 (%72)
Toplam n (%) 22 (%88) 3(%12) 25 (%100)

<8cm 11 1 12 (%48)
>8cm 11 2 13 (%52)
Toplam n (%) 22 (%88) 3(%12) 25(%100)

0,106

0,642

0,514

Yok 19 3 22 (%88)
Var 3 0 3 (%12)
Toplam n (%) 22 (%88) 3(%12) 25(%100)
Cranium 2 1 3 (%12)
Trunk 7 0 7 (%28)
Ust ekstremite 1 0 1 (%4)
Alt ekstremite 12 2 14 (%56)
Toplam n(%) 22 (%88) 3(%12) 25(%100)

0,965
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Yapilan ¢alismada hastalarin medyan yas1 13,5 + 6,3 (5-38) seklindedir. Hastalarin 24’
20 yas altinda tan1 almisken sadece 1 tanesi 20 yas lizerinde tani almistir. Hastalarin tani yasi ile

WASF3’tin ifade diizeyi arasinda istatsitiksel agidan bir fark saptanmamistir (p:0,718).

Hastalarin 17°i erkek 7’si ise kadin hastalardan olugmaktadir. Hastalarin cinsiyet

dagilimi ile WASF3’iin ifade diizeyi arasinda istatsitiksel agidan bir fark yoktur (p:0,106).

Hastalarin timor ¢api ortalamasi 8,2 c¢cm olarak hesaplandi. En kiiciik timor 0,3 en
bliyligi ise 19 cm boyutundaydi. Timoér caplarina goére WASF3’lin ifade diizeyini
karsilastirdigimizda istatistiksel bir fark saptanmadi (p:0,642).

Hastalarin 3’tinde metastaz bulunurken 22’iinde metastatik bir tutulum saptanmamustir.
WASF3 ekspresyon durumunu hastalarin metastaz durumuna gore degerlendirdigimizde

istatistiksel bir fark saptanmamustir (p:0,514).

Hastalarin timor tutulum bolgelerini inceledigimizde; 3’iintin cranium, 7°sinin trunk,
I’inin upper ekstremite, 14’liniin ise lower ekstremite bolgelerinde oldugu goriilmiistiir. WASF3
ekspresyon durumunu hastalarin  timor tutulum bolgelerine gore degerlendirdigimizde
istatistiksel bir fark saptanmamustir (p:0,965). Hastalarin timor tutulum bélgesinin WASF3 ifade

diizeyine gore dagilimi Tablo 4-6’da gosterilmistir.

Tablo 4-6: Sarkomlu hastalarda tiimor lokasyonuna gore WASF3 ekspresyon seviyesi

WASF3 Ekspresyonu | Toplam | p degeri

Timor Lokasyonu Azalms | Artmis | Total 0,965
n(%o) n(%o) n (%)

Cranium 2 1 3(%12)

Trunk 7 0 7(%28)

Ust ekstremite 1 0 1(%4)

Alt ekstremite 12 2 14(%56)

Toplam n (%) 22(%88) | 3(%12) | 25(%100)




48

Aile bireylerindeki kanser oOykiilerini degerlendirdigimizde 25 hastanin 12’sinin
ailesinde 1. veya 2. derece aile bireylerinde kanser hikayesi oldugu goriilmiistir. WASF3
ekspresyon durumunu hastalarin ailelerine ait kanser oOykiilerine gore degerlendirdigimizde
istatistiksel bir fark saptanmamistir (p:0,051). Ailedeki kanser Oykiistinin WASF3 ifade

diizeyine gore dagilimi Tablo 4-7’de gosterilmistir.

Tablo 4-7: Ailedeki kanser 6ykiisiiniin WASF3 ifade diizeyine gore dagilimi

WASF3 Ekspresyonu Toplam P degeri

Aile dykisi Azalmisg Artmis Toplam 0,051
n(%o) n(%o) n (%)

1. veya 2. derece aile bireyinde

kanser oykiisii

var 9 3 12(%48)

yok 13 0 13(%52)

Toplam n (%) 22(%88) 3(%12) 25(%100)

Osteosarkomlu 16 yasindaki hastanin tedavi 6ncesi WASF3 gen ifade diizeyi 1,18 iken,
operasyon esnasinda alinan tiimor dokusu ve kan degerleri de oldukga yiiksek ¢ikmistir. Ayni
hastanin tedavi sonrasi sonuglarinda ise gen ifade diizeyinin 0,08’lere kadar distigi
goriilmektedir. Osteosarkomlu hastanin tedavi Oncesi, operasyon ani ve tedavi sonrasi kan
orneklerinin ve operasyon esnasindaki tiimor dokusundaki WASF3 ekspresyon degerleri Sekil

4.4’ de gosterilmistir.
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Sekil 4-4: Osteosarkomlu hastamin periferik kan ve tiimor doku érneklerinde WASF3 gen
ekspresyon degerleri: EW002_1: Tami sirasinda alman periferik kan; EWO002_2:
Operasyon sirasinda alinan tiimér doku; EWO002_3: Operasyon sirasinda alinan
periferik kan; EWO002_4: 1.kiir kemoterapi sonrasinda alinan periferik kan;
EWO002_5: 4.kiir kemoterapi sonrasinda alinan periferik kan (1.Se¢im kemoterapi
sonrast)

4.1.3. WASF3 icin ROC Analizi

Sarkom tanili hasta ve saglikli kontrol grubunu ayirt edebilme giiciinii gosterebilmek
amaci ile diger bir deyisle inceledigimiz WASF3 molekiillerinin aday biyobelirteg olarak tanisal
performansini gostermek igin Reciever Operator Characteristics (ROC) analizi yapild: (Sekil 4-
5). ROC egrisi altinda kalan alan (ROC-AUC) 0,5 ile karsilastirildiginda 1’e ne kadar yakinsa
tanisal giliciniin o kadar kuvvetli oldugu bilinmektedir. Tablo 4.8’de verilen WASF3 igin
belirlenen ROC-AUC degerleri ve %95 CI (Giiven Aralig1) sonuglart yer almaktadir ve bu
sonuclara gore sarkom hastalarinin tanisinda WASF3 molekiillerinin tanisal giiciliniin istatistiksel

olarak anlamli oldugu saptanmistir (p=0,000).



50

Tablo 4-8: WASF3 i¢in belirlenen ROC-AUC degerleri ve %95 CI (Giiven Aralig1)

Gen ROC-AUC 959% CI p degeri
WASF3 0,813 0,692 - 0,934 0,000
ROC Curve
10
0.8
a 0.6+
=
=
=
@»
9P 0.4
0.2+
00 T T T T
00 0.2 0.4 06 08 1.0
Specificity

Sekil 4-5: Sarkomlu hasta ve saglikli gruplar icin WASF3 dagilimimin ROC-AUC degerleri

4.2. miR-218-5p ifadesi I¢in Bulgular

4.2.1. qPCR ile Cogaltilan miR218-5 MoleKkiiliiniin Analizi

miR-218-5p ifadesi i¢in Mic qPCR’a yiiklenen hasta ve kontrol Orneklerinin
olusturdugu Real Time PCR egrileri (Sekil 4-6), (Sekil 4-7) verildi. Her bir 6rnegin ekspresyon
seviyeleri CT (Threshold Cycle = Esik dongiisii) degerindeki farkliliklara gore hesaplandi.
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Sekil 4-6: Kontrol grubuna ve sarkomlu hastalara ait periferik kan 6rneklerinde RNU6-1
housekeeping gen esliginde incelenen miR-218-5p geninin RT-PCR egrileri
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Sekil 4-7: Kontrol grubuna ve sarkomlu hastalara ait periferik kan 6rneklerinde RNU6-1
housekeeping gen esliginde incelenen miR-218-5p’nin erime egrisi analizi

4.2.2. miR-218-5p ifadesinin Degerlendirilmesi
Gen ifadelerinin hesaplanmas1 ve degerlendirilmesinde WASF3 gen ifadesinin

224¢T metodundan faydalanildi. Bu yénteme gére sonuglar PCR

hesaplamasindaki gibi
irlinlerinin miktarindaki ilk 6nemli artis olan CT degerlerine gore belirlendi. Periferik kandaki

ve tiimor dokusundaki miR-218-5p ye ait gen ifade diizeyleri Tablo 4-9° da verilmistir.



Tablo 4-9: Periferik kan 6rneklerine ait miR218-5p gen ifade diizeyi

SiraNo | Ornekler miR-218-5p 24T
1 EW001 -

2 EW002 A 8,4432
3 EW004 7,2476
4 EW006 3,2442
5 EW007 0,7651
6 EW008 1,7903
7 EW009 2,2409
8 EWO011 1,0571
9 EWO013 22,6187
10 EW014 6,7150
11 EWO015 2,3512
12 EW018 13,5448
13 EW021 16,2944
14 EW024 16,3582
15 EW025 -

16 EW027 1,9685
17 EW029 2,0097
18 R1900/FN218  |8,9624
19 EWO030 1,4146
20 EWO032 3,3581
21 EWO035 3,3174
22 EWO036 0,8170
23 EWO037 0,3722
24 EWO039 1,5207
25 EW041 9,1017
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Tablo 4-10: Timor ve timore yakin normal dokulardaki miR-218-5p ekspresyon diizeyleri

(Kemik metastazi)

cevresine yakin normal doku

Hasta Primer Tiimér Tams1 |5\ i 244 degeri- Kat

Kodu (Kemik metastazi) P olarak

EW002 Osteosarkom Tiimor doku 8.2

EWO016 Sinoviyal sarkom Tiimé6r doku 5982,1

EW016-y Sinoviyal sarkom Timor ¢evresine yakin normal doku 660
Retinoblastoma Kemige metastaz yapmig timor

EWOL7 (Kemik metastazli) doku 132

EW017-y Retinoblastoma Kemige metastaz yapmig timor 0.9
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Periferik kandaki miRNA ekspresyon farkliliklar1 2"*4°* formiilii ile degerlendirildi. Bu
formiilde hedef gen ile referans genin ACt degerleri hasta ve kontrol grubu igin ayri ayri
hesaplandi. Daha sonra her bir hastaya ait ACt degerinden saglikli gruba ait ortalama ACt degeri
belirlendi ve her bir hasta dregine ait AACt degeri bulundu. Bu deger 22" formiile gore
RNUG6-1 gen ifadesi referans alinarak hasta grubuna ait miR-218-5p’nin ifade diizeylerinin

kontrol grubuna gore artis ve azaliglart saptandi.

Sarkomlu hastalarin, kontrol grubuna gore ifade diizeylerindeki 24" artis veya azalisi
gosteren grafikler Sekil 4-8’de verildi. Hasta verilerinin Fold & Change (JFC|>2) degeri goz
oniine alindiginda, gen ifade diizeylerinin 2 kattan fazla arttigi saptandi. Bu degerlere gore
hastalardaki miR-218-5p gen ifade diizeyi saglikli kontrol grubu ile Karsilastirildiginda
hastalarda 2" = 6,31 kat arttigi saptandi. Ewing sarkomlu 13 ¢ocukta miR-218-5p
2°44€T = 6,73 bulunurken, osteosarkomlu 8 gocukta miR-218-5p 24°T = 552 olarak bulundu.
Ewing sarkomlu ve osteosarkomlu toplam 21 g¢ocuk varken ; toplam sarkomlu hastaya igsi

hiicreli sarkom ve 38 yas osteosarkomlu baba da eklenmistir.

miR-218-5p ekspresyonu (2744¢)

7

6

5

a

3

2

1

0
Sarkomilu Ewing Osteosarkom Kontrol (n=22)
Hastalar Sarkomu (n=8)

(n=23) (n=13)

Sekil 4-8: Periferik kanda sarkomlu hasta ve saghkl kontrol grubu icin mir218-5p ifade
diizeyi (Sarkom (n=23) olanin i¢inde 1 igsi hiicreli sarkom ve 1 de 38 yas
osteoasarkom baba hasta var. Ewing sarkom (n=13) ve Osteosarkom (n=8) sadece
gocuk)

Gruplar arasindaki dagilimm normallik varsayimi SPSS v21.0 programinda
Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri ile belirlendi. Test Sonuglar1 p<0,05 oldugu igin
gruplar arasinda normal dagilim olmadigi belirlendi. Ayrica 6rneklem sayisi 30’un altinda
oldugundan verilerin incelenmesinde non-parametrik bir test olan Mann-Whitney U testi
kullanildi.
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Mann-Whitney U testi, hasta ve kontrol gruplarmin 24 degerleri baz alinarak yapildi.
Yapilan Mann-Whitney U testine goére miR-218-5p’nin ifade diizeyinin hasta gruplarinda
saglikli kontrollere gore istatistiksel agidan anlamli oldugu belirlendi (p< 0,05). miR-218-5p
icin elde edilen p degeri p=0,006 yani istatistiksel olarak anlamli olarak bulundu (Tablo 4.11).

Tablo 4-11: Hasta ve kontrol gruplart arasinda tedavi 6ncesi miR-218-5p gen ifade diizeylerinin
Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmesi

Tedavi 6ncesi
miR-218-5p ekspresyonu

Mann-Whitney U 165,000
Wilcoxon W 418,000
z -2,731
Asymp. Sig. (2-tailed) 0,006

Sarkom tanili hastalarda miR-218-5p ifade diizeyi ile hastalarin tani yaslari, cinsiyeti,
timor boyutu, metastaz durumu gibi degiskenler arasindaki iligski ayrica Mann-Whitney U testi

ile degerlendirilmistir ve sonuglar Tablo 4.12°de gosterilmistir.
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Tablo 4-12: Hastalarin klinik 6zelliklerinin tedavi dncesi miR-218-5p gen ifade diizeyleri ile

karsilastirilmast
miR-218-5p Ekspresyonu
Ozellikl geri
Ozellikler Azalma Artma Toplam P degeri
0, 0,
n (%) n (%) n(%)

<20 3 19 22 (%95,7)
>20 0 1 1 (%4,3)
Toplam n(%) 3 (%13) 20 (%87) 23(%100)

Kadm 0 7 7 (%30,5)
Erkek 3 13 16 (%69,5)
Toplam n (%) 3 (%13) 20 (%87) 23 (%100)

<8cm 1 9 10 (%43,4)
>8cm 2 11 13 (%47,6)
Toplam n (%) 3 (%13) 20 (%87) 23(%100)

Yok 3 17 20 (%86,8)
Var 0 3 3 (%13,2)
Toplam n (%) 3 (%13) 20(%87) 23(%100)

Cranium 0 3 3(%13,2)
Trunk 1 4 5(%21,7)
Ust ekstremite 0 1 1(%4,34)
Alt ekstremite 2 12 14(%60,76)
Toplam n (%) 3 (%13) 20(%87) 23(%100)

0,705

0,245

0,649

0,493

0,694
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Yapilan ¢aligmada hastalarin medyan yas1 12,5 + 6,6 (5-38) seklindeydi. Hastalarin
22’si 20 yas altinda tan1 almigken sadece 1 tanesi 20 yas iizerinde tani almigti. Hastalarin 16’s1
erkek 7’si ise kadin hastalardan olugsmaktaydi. Caligmaya alinan hastalarin tiiméor ¢aplari 0,3cm-
19cm arasinda olup hastalarin tiimor ¢api ortalamasi 8,3 cm idi. Hastalarin 3’linde metastaz
bulunurken 20’inde metastatik bir tutulum saptanmamisti. Hastalarin tiimor tutulum bolgeleri
degerlendirildiginde; 3’tinin cranium, 5’inin trunk, 1’inin ist ekstremite, 14’iniin ise alt
ekstremite bolgelerinde konumlandigi belirlendi. Hastalarin klinik 6zellikleri ile tedavi dncesi
miR-218-5p gen ifade diizeylerinin karsilastirilmasina iligkin sonuglar Tablo 4-12’de verildi.
Hastalara ait miR-218-5p’nin ifade diizeyi ile tan1 yasi (p:0,705), cinsiyet farki (p:0,245), timor
capt (p:0,649), metastatik durumlar (p:0,493), timor tutulum bolgeleri (p: 0,694) arasinda

yapilan karsilastirmalarda istatistiksel anlamlilik saptanmadi.

Hastalarin tiimor tutulum bolgesinin miR-218-5p ifade diizeyine gore dagilimi Tablo 4-
13’de gosterilmistir. Trunk ve alt ekstremite bolgelerinde tiimdr bulunan hastalarin ¢ogunda
sirastyla %80 ve %85,72 olmak iizere miR-218-5p ifade diizeyinde artig goriiliirken sirasiyla
%20 ve %14,28’inde azalis oldugu saptandi. Diger gruplarda hasta sayis1 az olmakla beraber var
olan tiim hastalarda miR-218-5p’nin ekspresyonunda artis oldugu goriildii.

Tablo 4-13: Sarkomlu hastalarda tiimor bolgesine gére miR-218-5p ekspresyon seviyesi

Tiimor

Azalma Artig Toplam
Lokasyonu
n (%) n (%) n (%)
Cranium 0(%0) 3(%100) 3 (%13,2)
Trunk 1(%20) 4(%80) 5 (%21,7) 0,694
Ust ekstremite 0(%0) 1(%100) 1 (%4,34)
Alt ekstremite 2(%14,28) 12(%85,72) 14 (%60,76)

Toplam n (%) 3(%12,5) 20(%87,5) 23(%100)
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Aile bireylerindeki kanser Gykiilerini degerlendirdigimizde 23 hastanin 11’inin
ailesinde 1. veya 2. derece aile bireylerinde kanser ge¢misi oldugu goriilmiistiir. miR-
218-5p ekspresyon durumunu hastalarin ailelerine ait kanser Oykiilerine gore
degerlendirdigimizde istatistiksel bir fark saptanmamistir (p:0,449). Ailedeki kanser
oykdisiiniin miR-218-5p ifade diizeyine gore dagilimi Tablo 4.14’de gdsterilmistir.

Tablo 4-14: Ailedeki kanser dykiisiiniin miR-218-5p ifade diizeyine gore dagilimi

miR-218-5p Toplam P degeri
Aile Gykiisii Ekspresyonu

Azalmis Artmis Toplam

n(%o) n(%o) n (%)
1. veya 2. derece aile bireyinde kanser
dykiisii 0,449
Var 2 9 11(%47,8)
Yok 1 11 12(%52,08)
Toplam n (%) 3(%13) 20(%87) | 23(%100)

Osteosarkomlu 16 yasindaki bir hastanin tan1 esnasinda alinan ve hi¢ tedavi almamis
durumdaki periferik kanindaki miR-218-5p gen ifade diizeyi 8,44 iken, cerrahi operasyon
esnasinda alman timor dokusu ve periferik kan Orneklerinde incelenilen miR-218-5p
diizeylerinin de sirasiyla 8.24 ve 8,28 olmak iizere tan1 anindaki degere olduk¢a yakin oldugu
saptandi. Ayni1 hastanin cerrahi operasyonun ardindan aldig: ilk kiir kemoterapi sonrasinda miR-
218-5p ekspresyon diizeyinin 8 kat azalarak 1’e kadar diistiigii goriildii. Osteosarkomlu bu
hastanin 4 kiir kemoterapi tedavisi aldiktan sonra ilk kontrole geldigi andaki miR-218-5p
ekspresyon diizeyi ise 1,5 olarak olgiildii. Osteosarkomlu hastanin tedavi Oncesi, cerrahi
operasyon ani ile 1. ve 4. kiir kemoterapi sonrasi kan orneklerine ait miR-218-5p ekspresyon

diizeyine iliskin degisimler Sekil 4-9’teki grafikte verildi.
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Sekil 4-9: Osteosarkomlu hastanin periferik kan ve tiimor doku érneklerinde miR-218-5p
gen ekspresyon degerleri:

EWO002_1: Tam sirasinda alinan periferik kan; EW002_2: Operasyon sirasinda alinan
timor doku; EW002_3: Operasyon sirasinda alinan periferik kan; EW002_4: 1.kir
kemoterapi sonrasinda alinan periferik kan; EW002_5: 4.kiir kemoterapi sonrasinda
alan periferik kan (1.Se¢im kemoterapi sonrast)

4.2.3. miR-218-5p i¢in ROC Analizi

miR-218-5p molekiillerinin aday biyobelirteg olarak tanisal performansini yani
sarkomlu hastalar1 saglikli hastalardan ayirma giiciinii belirlemek iizere Reciever Operator
Characteristics (ROC) analizi yapildi. Tablo 4.15’te verilen miR-218-5p i¢in belirlenen ROC-
AUC degerleri ve %95 CI (Giiven Araligi) sonuglart bulunmaktadir ve bu analize gore yiiksek
miR-218-5p ekspresyon diizeyinin sarkom hastalarin1 saglikli kisilerden ayirma giiciiniin
istatistiksel olarak anlamli oldugu [p=0,003(ROC-AUC: 0,753; 95% CI: 0,606- 0,899)]
gosterildi.
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Tablo 4-15: miR-218-5p igin belirlenen ROC-AUC degerleri ve %95 CI (Giiven Aralig)

sonuglari
miRNA ROC-AUC 959% CI p degeri
miR-218-5p 0,753 0,606 - 0,899 0,003
ROC Curve
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Sekil 4-10: Sarkomlu hastalarda ve saglikli kontrollerde miR-218-5p” nin ROC-AUC deger
grafigi

4.3. miR-218-5p ve WASF3 icin STRING analizi

mMiR-218-5p’ nin hedef genleri “mirTarBase”, “TargetScan” ve “miRDB” veri tabanlari
kullanilarak belirlendi. miR218-5p’nin hedef genlerinin en fazla iliskili oldugu protein agini
gostermek icin “STRING Analizi (Protein-protein etkilesim analizi)” yapildi. Hedef genler
arasinda WASF3, ABI1, ABI2, WIPF2, WASL, ACTR3 basta olmak tizere 1084 adet gen
bulundugu saptandi. WASF3 igin saptanan ortak gen hedeflerinin, STRING veri tabani
kullanilarak yapilan protein diizeyinde etkilesim sonuglari anlamli bulunmustur (p=1x10). Bu
analiz sonuglar1 Sekil 4-11’de gosterilmistir. WASF3’tin hedef genleri arasinda en yakin ve
etkili olanlarin ABL1, ABI1, ABI2, CYFIP1, CYFIP2, NCKAP1, NCKAPI1L, WAS, MAPK ve
BRK1 genleri oldugu goriildii. String analizi sonrasinda elde edilen agdaki protein

etkilesimlerinin anlamli oldugu bulundu (p<0,05). String analizi sonuglarina gore
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mMiR-218-5p’nin hedefledigi genler ve buna bagli proteinler arasinda WASF3 ve ABI1 protein
etkilesiminin gii¢lii oldugu tespit edildi (p=0,0059). Ayrica WASF3 ve ABI2 protein etkilesimi
de istatistik olarak anlamli bulundu. String analizinde saptanan genlerin hiicre morfolojisi ve

hiicre iskeleti organizasyonunun diizenlenmesinde rol oynadigi goriildii.

NOD RENGI NOD ICERIGI
6 renkhi nodlar £ bos nodlar
sorgu proteinleri ve ik etkilesen kabuk \_~/ 3D yapist bilinmeyen proteinler
£ beyaz nodlar £\ dolu nodlar )
"/ ikinci etkilesen kabuk ) 3D yapist bilinen veya tahmin edilen
proteinler
Bilinen Etkilesimler Tahmin Edilen Etkilegimler Digerleri
A diizenlenmis veri tabanlanndan =) genkomsulugu 32 metin madenciligi
3= deneysel olarak belirlenmis (=) genfuzyonlan @—@ buikte ekspresyon
==t gen birlikte olusumu £33  protein homolojisi

Sekil 4-11: WASF3’iin Gen/Protein Etkilesimini Gosteren String Analiz Sonuglari

4.4. Sagkalim Analizi
Hastalarin sagkalim durumlarin1 degerlendirirken Kaplan Meier sagkalim analizi
kullanildi. Bu analize gore hastalarin Overall survival(OS) medyan degerleri 27,7 ay, standart
hatas1 8,8, giiven araliginin ise 10,4 ile 45,1 arasinda oldugu hesaplandi (Median 27,7 +8,8
[10,4-45,1]). Sagkalim grafigi ise Sekil 4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4-12: Hastalara ait sagkalim grafigi
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4.5. Metilasyon Spesifik PCR i¢in bulgular

M-EW002
U-EW002
M-EWO010
U-EWO010
M-EW016
U-EWO016
M-EWO017
U-EW017
U-EWO016-YAKIN

z
2
<<
»
=
o
=
>
b3

M-EWO017-YAKIN
U-EWO017-YAKIN

Sekil 4-13 : Sarkomlu Hastalarin tiimor dokularinin ve yakin dokularinin Metilasyon Spesifik
PCR sonrasi agoraz jel goriintiisii (M: Marker-ThermoScientific Gene Ruler LR ; M-
EWO002 — metile 6rnek; U-EW002- unmetile 6rnek; M-EW0016-YAKIN-metile yakin
doku ; U-EW0016- YAKIN- unmetile yakin doku)

EW002, EW010, EW016, EWO017 tiimor dokularinin ve EWO016- tiimore yakin dokunun
metilasyon orneklerinin unmetile oldugu agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi. EWO017-
yakin dokuya ait PCR 6rnegi defalarca tekrar edilmesine ragmen DNA 6rneginin ¢alismadigi

saptandi.



63

e
=
o
x
—
e
<<
O
—
=

MARKER
M-EW002
U-EW002
M-EW011
U-EW011
M-EW015
U-EWO015
M-EWO018
U-EW018
M-CK001
U -Ck001
M-KONT
U-KONT

Sekil 4-14 : Sarkomlu ve saglikli kontrollere ait periferik lenfosit 6rneklerinin Metilasyon
Spesifik PCR sonrasi agaroz jel goriintiisii

25 hasta orneginden 4 hasta (EW001, EW004, EW006, EW007 kodlu 6rnekler) defalarca DNA
izolasyonlart da tekrarlanmasina ragmen PCR’da sonug alinamadi. Kalan 21 hasta ve 22 kontrol

Orneginin hepsinde hem metile de hem de unmetile de bantlar goriildii.
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5. TARTISMA

Ewing sarkom ve osteosarkom ¢ocuklarda ve geng eriskinlerde oldukca agresif
seyreden ve en sik goriilen malign timorlerdir [6], [7]. Ewing sarkomu (ES), tim kemik
sarkomlarmin %10 ila %15'ni olusturan, adolesan ve geng eriskinlerde goriilen agresif bir
timordiir [8]. Ewing sarkomu, TET / FET (TLS / FUS, EWSR1 ve TAF15) familyas1 genleri ile
E26 transformasyon spesifik familyasi genleri arasinda kromozomal translokasyonlart olan
malign kii¢iik yuvarlak hiicreli bir timérdiir [9]. Bu timérde t(11;22)(q24;912) translokasyonu
vardir. 22 numarali kromozomdaki EWS geni, 11 numarali kromozom {izerindeki FLI-1 geni ile

birleserek Ewing Sarkom proteini olarak isimlendirilen bir fiizyon proteinine yol agar [10].

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2020 yilinda yeni bir siniflandirma yayinlayarak kanser
teshisinin standardizasyonuna yonelik énemli bir adim att1. Ozellikle yumusak doku tiimérleri,
kemik tiimorleri gibi nadir hastaliklarda, tan1 dogrulugunu artirmak olduk¢a dnemli olmaktadir.
Son 20 yilda genetik bilimindeki gelismeler 6zellikle yeni fiizyon genlerin tanimlarimi giderek
artirdr.  t(11;22)(g24;q12) translokasyonu tiimorlerin %85'n ile iliskilidir ve EWS-FLI-1
olusumuna yol agarken, t(21;12)(22;12) ve daha az yaygimn olan translokasyonlar EWS-ERG
fiizyonuna yol agarak vakalarin %10 ila %15'ini olusturur [9]. Klasik Ewing Sarkomuna
ilaveten fliizyon yapan EWSRI1 ile iliskili yuvarlak hiicreli sarkom (ETS olmayan fiizyonlar),
CIC(Capicua Transcriptional Repressor) rearanjmani iligkili sarkom, BCOR (BCL-6
transcriptional corepressor) rearanjmani iligkili sarkomlarda artik simiflandirma da yerini

almstir.

Osteosarkom en yaygin olarak biiylime plakalarinm yakimindaki uzun kemiklerin
metafizinde ortaya ¢ikar, tiimorlerin tigte ikisi distal femurda diz eklemi ¢evresinde ortaya gikar
ve bunu ikinci en sik bolge olarak proksimal tibia takip eder; proksimal humerus, tiimdrlerin

%10'unu olusturan {iglincli en yaygin bolgedir [45], [46].

Agresif nitelik tagiyan bu tiimorlerin etiyolojisi tam olarak bilinmedigi icin, sarkom
tedavisinde ¢ok fazla ilerleme kaydedilememistir. Sarkomlarla ilgili yapilan ¢alismalarda en
onemli kisitlayic1 ve zorlayici faktorlerin molekiiler calismalar i¢in uygun tiimoérlerin nadir
olmasi, materyalin bulunamamasi kemoterapiden sonra tiimoriin tamamen kaybolmasi ve

orneklerin dekalsifikasyonu gibi teknik zorluklar sayilabilir [44].

Tez caligmasinda WASF3 gen ifadesi i¢in 25 sarkomlu hastanin periferik kan
orneklerinden elde edilen lenfositler ile yas, cinsiyet ve etnik koken olarak eslestirilmis 22
saglikli ¢ocugun periferik kan lenfositleri kullanilarak ger¢ek zamanli PCR yapilan islemi

gergeklestirildi. miR-218-5p gen ifadesi ¢alisilirken 23 hastadan ve 22 saglikli kontrolden
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calisildi. 2 hasta 6rneginde miR-218-5p’ yi defalarca tekrar etmemize ragmen caligmadi.
Metilasyon Spesifik PCR c¢alismasin da 21 hasta ve 22 kontrol grubuyla ¢aligma tamamlandi.
Bunlarin disinda 16 yasinda bir hastanin tedavi Oncesi, operasyon esnasinda kan ve tiimor
dokusu, operasyon sonrasi 3 ay araliklarla kan ornekleri ¢aligildi. Calismamiza yon vermesi
acisindan toplamda 4 tiimor dokusu ve bu hastalarin 2 tane de yakin dokusu tiim teknikler icin

caligilmistir.

Wiskott-Aldrich sendromu protein (WASP) ailesi, hiicre invazyonu ve metastazinda
onemli bir rol oynar. Aktin hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesinde rol oynayan cesitli
genler arasinda, 6zellikle WASF3'iin invazyon ve metastaz ile iligkili oldugu ve yiiksek dereceli
timorlerde upregiile oldugu gosterilmistir [126]. WASF3, aktin polimerizasyonunu destekleyen
ARP2/3  kompleksinin  giiclendirmesi yoluyla aktin hiicre iskeleti dinamiklerinin
diizenlenmesinde rol oynayan Wiskott-Aldrich sendromu protein ailesinin (WASP) bir iiyesidir.
Hiicre hareketliligi, gocii ve invazyonu ile iligkili olan lamellipodia gibi zar yapilarinin
iiretiminde sorumludur. WASF3'iin ¢esitli hiicre tiplerinde in vitro yikilmasi, invazyon kaybina
yol agar. Bu invazyon ve metastaz kaybi, mutant TP53, mutant RAS gibi kanser hiicrelerinin
genetik yapisindan ve STAT3’ii eksprese edip etmemelerinden bagimsizdir. WASF3'iin asir
ekspresyonu invaziv olmayan kanser hiicrelerinde invazyonu artirir. Bununla birlikte, yapisal
olarak aktive edilmis STAT3'i eksprese eden hiicrelerde WASF3'lin inaktivasyonu, yine de
invazyon ve metastazin baskilanmasina yol agar, bu da yukarida agiklanan STAT3 tarafindan
diizenlenen genlerin aktivasyonunun metastatik fenotipi korumak ig¢in yeterli olmadigim
gosterir. Birkag calisma, artan WASF3 seviyelerinin artan invazyona yol a¢tigmi ve kanser
hiicrelerinin IL-6 tedavisinin artmis ekspresyon seviyelerine ve artan WASF3 aktivasyon
seviyelerine yol agtigini gostermektedir [71]. STAT3'in, WASF3 promotoriindeki elementlere
baglandigini, IL-6 tedavisine yanit olarak ekspresyonunun upregiile oldugu gosterilmistir, bu da
artan invazyon potansiyeline yol agmistir. invazyonu desteklemek icin WASF3, PI3K, ABL, ve
JAK2 gibi farkli kinazlar tarafindan gergeklestirilebilen fosfoaktivasyon yolaklart vardir [78].
Caligmalar WASF3'in kansere dogrudan dahil oldugunu ve kanserin gelisimi, ilerlemesi
sirasinda hiicre ¢ogalmasi ve migrasyonunda 6nemli bir rol oynadigini gostermistir. WASF3
ekspresyonunun kaybi, invaziv 6zellikleri kontrol eden metalloproteinazlarin downregiilasyonu

ile sonuglanir [75].

Yapilan calismada WASF3 hesaplamalari igin hastalarin medyan yas1 13,5 + 6,3 (5-38)
seklindeydi. Hastalarin 24’1 20 yas altinda tan1 almisken sadece 1 tanesi 20 yas iizerinde tani
almisti. Hastalarin 18’si erkek 7°si ise kadin hastalardan olusmaktaydi. Calismaya alinan
hastalarin radyolojik tiimor ¢aplart 0,3cm-19cm arasinda olup hastalarin tiimor ¢api ortalamasi

8,3 cm idi. Hastalarin 3’linde metastaz bulunurken 22’sinde metastatik bir tutulum
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saptanmamusti. Hastalarin timor tutulum bolgeleri degerlendirildiginde; 3’iniin cranium,
7’sinin trunk, 1’inin st ekstremite, 14’{inlin ise alt ekstremite bolgelerinde konumlandigi
belirlendi. Hastalarin klinik o6zellikleri ile tedavi Oncesi WASF3 gen ifade diizeylerinin
karsilastirilmasina iligskin sonuglar Tablo 4-5” de verildi. Hastalara ait WASF3’iin ifade diizeyi
ile tam1 yas1 (p:0,718), cinsiyet farki (p:0,106), timor capr (p:0,642), metastatik durumlari
(p:0,514), tiimor tutulum bolgeleri (p: 0,965) arasinda yapilan karsilastirmalarda istatistiksel
anlamlilik saptanmadi. Aile bireylerindeki kanser Oykiilerine degerlendirildiginde 25 hastanin
12’sinde 1. veya 2. derece aile bireylerinde kanser dykiisii gegmisi goriilmiistiir. Istatiksel olarak
p=0,051 degeri ¢ikmasi anlamli olmasa da daha yiiksek popiilasyonlarda galigildiginda ailesel

Oykiiniin 6nem kazanacagi goriilmektedir.

Tez ¢aligmasinda WASF3 igin sarkomlu hastalarin, saglikli gruba gore ifade
diizeylerindeki (27%*“") artis veya azalis1 belirten grafikler Sekil 4-1°de gosterilmektedir. Bu
sonuglara gore hastalar, saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda WASF3’iin 244" =0,6
degeri iken saglikli grupta bu deger 3,6 olarak bulundu. Bulgularimiza gére WASF3’iin
sarkomlarda Kkilit rol oynadigi diistinilmektedir. Yapilan Mann-Whitney U testine gore
WASF3’ilin ifade diizeyinin hasta gruplarinda saglikli kontrollere gore istatistiksel acidan
anlamli oldugu belirlendi (p< 0,05). WASF3 i¢in elde edilen p degeri p=0,004 (Tablo 4-4).
Ayrica inceledigimiz WASF3 molekiillerinin aday biyobelirte¢ olarak tanisal performansini
diger bir deyisle sarkom tanili hasta ve saglikli kontrol grubunu ayirt edebilme giiciinii
gosterebilmek amaci ile Reciever Operator Characteristics (ROC) analizi gergeklestirildi (Sekil
4-5). Tablo 4-8’ te verilen WASF3 i¢in belirlenen ROC-AUC degerleri ve %95 CI (Giiven
Aralig1) sonuglar1 yer almaktadir ve bu sonuglara gore sarkom hastalarinin tanisinda WASF3
molekiillerinin tanisal giicliniin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmustir (p=0,000).
Sonuglara gore hastalarda tedavi 6ncesi kanlari galigilan igin WASF3 ekspresyonunun azaldigi
bulundu. Fakat kanlar1 galisilan 4 hastanin tiimor dokusuna bakildiginda EW002 numarali
osteosarkomlu hastanin tiimériindeki  WASF3  ekspresyonunu 244 = 146,9 bulundu.
Osteosarkomlu yetiskin hasta tiimor dokusunda gen ifade degeri 11,4, sinoviyal sarkomlu
hastada 397 bulundu. Retinoblastoma sonrasi osteosarkom metastazi gelisen hastada WASF3
gen ifade diizeyinin 914,9 oldugunu gormekteyiz. Sinoviyal sarkomlu ve retinoblastoma
metastatik osteosarkomu olan hastalarin iki yakmn timoér dokusuna bakildiginda WASF3 gen
ifade diizeylerinin ¢ok diisiik oldugu tespit edildi. Bu da bize invazyonda ve metastazda
sarkomlu hastalar i¢in, hastalik siireci ilerledikge WASF3’iin aktif bir sekilde tiimor olusumunda
rol aldigim gostermektedir.

16 yasinda osteosarkomlu bir hastanin tedavi 6ncesi kani, operasyon esnasinda da kani
ve tiimor dokusu incelendiginde; hastanin tedavi 6ncesi WASF3 ekspresyon seviyesi 1,18 iken

hastanin timdr dokusunda bu deger 146,96 e ¢ikti. Operasyon esnasinda aliman kan
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ornegindeki ekspresyon degeri ise 122,96 olarak bulunmustur. Hastanin operasyondan 3 ay
sonra alman kan Orneginde ise 10,12° lere kadar ekspresyon seviyesinin geriledigini
gormekteyiz. Daha sonraki 3 aylik kontrolde ise hastanin WASF3 ekspresyon seviyesinin
0,08’lere kadar distiigiini gormekteyiz. Bu duruma goére hastalik siirecinde WASF3 gen
ifadesinin rutin bir sekilde 6l¢iilmesi hastaligin prognozu konusunda klinige ¢ok ciddi bilgiler
verecektir. Bu durumda WASF3 hem diyagnostik hem de prognostik biyobelirteg olabilir.

MiRNA’lar, hem normal gelisimin hem de kanserin ayirt edici 6zelliklerinin giiglii
diizenleyicileri olarak tanimlanmistir. Cesitli kanserlerde miRNA’larin fonksiyon ve islev
bozuklugu, miRNA ekspresyonunun modiile edilmesinin bu tiir hastaliklar i¢in yeni bir
terapOtik modalite olarak hizmet edebilecegini disiindiirmektedir [127], [128].

Yapilan bir ¢alismada insan meme kanseri Orneklerinde miR-218-5p ekspresyon
seviyeleri gRT-PCR yoluyla tespit edilmistir. Bu sonuglar, miR-218-5p'nin meme kanseri
dokularinda normal meme dokularina gore dnemli 6l¢lide downregiile edildigini gosterdi. Diger
kanser tirlerinde de benzer bulgular bildirilmistir bu da miR-218-5p ekspresyonundaki
diistislerin insan kanser drneklerinde ve hiicre dizilerinde yaygin oldugunu gosterir [129],[130].
2017 yilinda yapilan bir galismada miR-218 , IL-6R ve JAK3 gen ekspresyonunu baskilayarak
akciger kanseri hiicre proliferasyonunu ve invazyonunu inhibe etmektedir [131]. Farkli bir
calismada MiR-217'nin tiim6r baskilayici bir miRNA olarak islev gordiigini ve WASF3'1i
hedefleyerek osteosarkom tiimér olusumunu inhibe ettigini gostermektedir [132]. Bunlarin
aksine miR-218-5p, meme kanseri hiicrelerinde LRIG1'i inhibe ederek ErbB2 ve EGFR
ekspresyonunu destekler, bu da miR-218-5p ve LRIG1'in meme kanserinde bir onkogen olarak
hareket edebilecegini ve meme kanseri tedavileri igin terapotik bir hedef olarak
kullanilabilecegini diigiindiirmektedir [133]. Tez c¢alismasinda da tedavi Oncesi sarkomlu
hastalarda miR-218-5p gen ifadesi burda bir onkogen gibi davranarak WASF3’ii inhibe etmistir.
S6z konusu miRNA mesane, agiz i¢i, hepatoseliiler karsinom gibi bir ¢ok kanser tiirtinde timor
baskilayict olarak davranmasina ragmen sarkomlarda yaptigimiz calismada miR-218-5p
ekspresyonunun yiiksek bulunmasi s6z konusu miR-218-5p’nin sarkomlarda onkogen olarak

davrandigini diistindiirmektedir.

Yapilan c¢aligmada hastalarin medyan yas1 12,5 = 6,6 (5-38) seklindeydi. Hastalarin
22’si 20 yas altinda tan1 almigken sadece 1 tanesi 20 yas iizerinde tan1 almigti. Hastalarin 16’si
erkek 7’si ise kadin hastalardan olugmaktaydi. Calismaya alinan hastalarin radyolojik timor
caplari 0,3cm-19cm arasinda olup hastalarin tiimor capi ortalamasi 8,3 cm idi. Hastalarin 3’iinde
metastaz bulunurken 20’sinde metastatik bir tutulum saptanmamisti. Hastalarin timoér tutulum
bolgeleri degerlendirildiginde; 3’iiniin cranium, 5’sinin trunk, 1’inin iist ekstremite, 14’iiniin ise
alt ekstremite bolgelerinde konumlandigi belirlendi. Hastalarin klinik ozellikleri ile tedavi

oncesi MiR-218-5p gen ifade diizeylerinin karsilastiriimasina iliskin sonuglar Tablo 4-12° de
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verildi. Hastalara ait miR-218-5p’nin ifade diizeyi ile tani yas1 (p:0,705), cinsiyet farki
(p:0,245), timor capt (p:0,649), metastatik durumlart (p:0,493), tiimdr tutulum bolgeleri (p:
0,694) arasinda yapilan karsilastirmalarda istatistiksel anlamlilik saptanmadi. miR-218-5p
ekspresyonu aile oykiisii agisindan degerlendirildigi zaman 1. veya 2. Derece aile Oykiisii
geemisinin 23 hastadan 11’inde oldugu goriilmektedir. Bu 11 hastanin da 9’ unda artmis gen

ekspresyonu bulundu.

Calismadan miR-218-5p’nin ifade diizeyinin hasta gruplarinda saglikli kontrollere goére
istatistiksel a¢idan anlamli (p=0,006) olmasi, MiR-218-5p’nin sarkomlarda diyagnostik ve
prognostik agidan 6nemli bir molekiil oldugunu diisiindiirmektedir. Bu bulguyu, miR-218-5p
molekiiliiniin sarkom tanili hastalar1 saglikli kisilerden ayirt edebilme giiciinii gésteren ROC
analiz sonucu istatistiksel anlami olarak desteklemektedir (p=0,003). Bununla birlikte, miR-
218-5p'nin sarkomlarin onkogenezinde etkili bir molekiiler mekanizma oldugu, gerek miR-218-
5p gerekse bu molekiiliin etkilestigi proteinlerin gelecekteki ¢alismalarda daha fazla arastirma
yapilmasi gerektigini gostermektedir.

Calismamizda ilk defa osteosarkomlu bir hastanin tan1 anindan baglayarak farkli tedavi
asamalar1 esnasinda periferik kaninda miR-218-5p ekspresyon diizeyi arastirilmis ve tedavi
sirasinda periferik kandaki miR-218-5p ekspresyon diizeyinin tedaviye bagli olarak degistigi
gosterilmistir. Bu degisimin ve miR-218-5p’nin tedavi siiresince takibinin hastalig1 izlemede ve
prognozu belirlemede kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica inceledigimiz hastanin timor
dokusunun alindig1 andaki periferik kanindaki miR-218-5p ekspresyonlarinin birbirine ¢ok
yakin degerde ¢ikmis olmasi s6z konusu molekiiliin periferik kanda incelenmesinin timor
dokuda incelenmesi kadar degerli oldugunu ve periferik kan 6rneklerinin bu gurup hastalarda
timor dokusu yerine kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak bu bulgularin daha fazla
hastanin takipli incelendigi genis hasta gruplarda gosterilmesi bu bulgunun degerini
arttiracaktir. Tiim bu bulgular miR-218-5p’nin hem diagnostik hem de prognostik non-invaziv
biyolojik belirteg olabilecegini disiindiirmektedir. Timoér dokusunda miR-218-5p’nin
incelendigi drnekler arasinda 6zellikle sinoviyal sarkomlu hastaya ait timoér dokusunda miR-
218-5p ekspresyonun saglikli kontrollere gore 5982,1 kat artis gosterdigi ve yine bu hastadan
tiimore 0,5cm uzakliktan alinan tiimdre yakin normal dokuda 660 kat oldugu goriilmektedir.
Yetigkin sinoviyal sarkomlu hastanin tiimor dokusunda miR-218-5p seviyesinin tiimére yakin
normal dokuya gore 9 kat yiiksek olarak saptanmasi ¢alisilan dokunun tam timor yatagindan
alindigini, normal gibi gdriinen yakin ¢evre dokunun da tiimor hiicreleri ile infiltre oldugunu
gostermektedir. miR-218-5p’nin sinoviyal sarkomlar i¢inde gerek diyagnoz gerekse prognoz
acisindan O6nemli bir biyolojik belirte¢ olabilecegini gostermekte olup daha genis hasta
gruplarinda sonuglarmn tekrarlanmasimin bu molekiiliin diyagnostik ve prognostik énemini tam

olarak belirlenmesi agisindan degerli olacaktir.
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Literatiirde 2020 yilinda Li ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢alismada lenfoma, 16semi,
Wilms tliimdrii ve retinoblastom gibi ¢esitli kanserler igin tedaviden sonra teshis edilen Ewing
sarkomu hastalarini bildirmiglerdir [101]. Calismamizda retinoblastoma tanili kemik metastazi
olan hastanin kemik dokusundan alinan timdr dokusunda ve kemige metastaz yapmis timor
cevresine yakin normal dokusunda sirasiyla 13,2 ve 0,9 olmak iizere farkli miR-218-5p
ekspresyon diizeylerinin oldugu goriilmistir. Bu degerler incelendiginde miR-218-5p
ekspresyon diizeyinin retinoblastoma kemik metastazlari i¢in de anlamli bir biyolojik belirte¢
olacagini diisiindiirmektedir.

Yapilan String analizinde miR-218-5p i¢in beklenenden ¢ok daha fazla anlamli
etkilesimleri oldugu bulunmustur. miR-218-5p’nin hedef genleri arasinda ozellikle hiicre
morfolojisi ve hiicre iskeleti organizasyonunun diizenlenmesinde rol oynayan ABI1, ABI2,
WASF3 gibi birgok genin bulundugu gosterilmistir. Bu genlerden ABI1’in, 2021 yilinda yapilan
calismada meme kanserinde timor invazyonunda ve metastazinda rol oynadigi gosterilmistir
[134]. WASF3 ekspresyonunun mide kanseri hastalarinda daha kotii prognoz ile pozitif
korelasyon gosterdigi bildirilmistir [65]. mIiR-218-5p i¢in bulunan boyle bir etkilesim
proteinlerin bir grup olarak en azindan kismen biyolojik olarak bagl oldugunu ve invazyonla
iliskili oldugunu géstermektedir.

Calisma kapsaminda ele aldigimiz miR-218-5p’nin kan ve tiimor dokusunda arastirilan
ifade diizeyi Ewing sarkomu, osteosarkom ve sinoviyal sarkomda yiiksek diyagnostik degere
sahip oldugu ve hem terapotik hem de prognostik belirteg olabilecegi goriilmektedir. Nadir
timorler oldugundan hasta sayisinin az olmasi bu g¢alismanin en 6nemli kisitli tarafini
olusturmaktadir. Calismadaki bir bagka zorluk hastalarin ¢ogunun Istanbul disinda yasamasi ve
cerrahi operasyon sonrasindaki tedavilerine kendi yasadiklar1 sehirlerdeki hastanelerinde devam
etmek istemeleri nedeniyle tedavi takipli periferik kan 6rneklerinin alinamamis olmasidir.

Hastalarin sagkalim durumlarimi degerlendirirken Kaplan Meier sagkalim analizini
kullandik. Bu analize gore hastalarin Overall survival (OS) medyan degerleri 27,7 ay, standart
hatas1 8,8, giiven araligi ise 10,4 ile 45,1 seklindeydi (Median 27,7 +8,8 [10,4-45,1]). Sagkalim
grafigi ise Sekil 4.11°de gosterilmistir

Metilasyonun iki temel gdrevi vardir. Bunlardan biri transkripsiyonu baskilamak digeri
genom biitinliigiini ve giivenligini saglamaktir. Metillenmemis durumdaki CpG adaciklar
ozellikle kanser ve yaslanmada rol oynar. Bir ¢ok genin o6zellikle hipermetilasyonda rol
oynadig1 gosterilmistir [135]. Bazi kanser tiirlerinde metillenme gerceklesirken bazilarinda
gergeklesmemektedir. Bugiine kadar yapilan arastirmalarda, hipometilasyonun meme ve over
[136], kolorektal [137], 1osemi [138] ve mesane [139] gibi kanserlerde gerceklestigi
gortlmistiir. Metilasyon Spesifik PCR i¢in hasta sonuglarina bakildiginda EW002, EW010,
EW016, EWO017 tiimér dokularmin ve EWO016-Yakin dokunun metilasyon 6rneklerinin
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unmetile oldugu agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi. EWO017-yakin dokuya ait PCR 6rnegi
defalarca tekrar edilmesine ragmen 6rnek caligmadi. Kalan 22 hasta ve 22 kontrol 6rneginin
hepsinde metilasyon goriildii. Hasta ve kontrol gruplart arasinda anlamli bir fark saptanamadi.
DNA’nin hipermetilasyonu gende istenmeyen suskunluga sebep olurken, DNA’ nin
hipometilasyonu onkojenlerin aktivasyonuna neden olur. Bu ¢alismada timdrde meydana gelen
hipometilasyon WASF3 geni iizerinde onkojenik etki olusturdugunu diisiindiirmektedir. Timor
dokularindaki degisikliklerin periferik kanda gézlenmemesi timorlerin tizerinde ¢ok daha fazla
hasta ile ekspresyon diizeyinde ¢aligmalarla desteklenmelidir.

Sonug olarak, WASF3’iin ekspresyonunun periferik kanda tani1 aninda diisiik bulunmasi,
timor dokusunda ve operasyon esnasinda yiiksek ¢ikmasi genin tiimor invazyonu ile iligkili
oldugunu gostermektedir. Ayrica tedavi sonrasi gen ekspresyonunun diismesi hastaligin
prognozu boyunca takip edilebilecek 6nemli bir marker oldugunu ortaya koymaktadir. Losemi
hastalarmin  klinik takibinde kullanilan JAK2, inv(16), BCR-ABL degerleri gibi WASF3
degerinin de sarkomlu hastalarda Kklinik takibinde kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Fakat
tabi bunun igin ¢ok fazla sayida takipli hasta ile sonuglarin ¢alisilmasi gerekmektedir.

Sonu¢ olarak, miRNA'lar, ¢esitli biyolojik siireclerdeki kritik rolleri nedeniyle
sarkomlarda umut verici terapétik hedefler olma potansiyeline sahiptir. Calisma sonuglarimiz
tedavi 6ncesi sarkomlu hastalarda miR-218-5p ekspresyonunun yiiksek ¢ikarak bir onkogen gibi
hareket ettigini diisiindiirmektedir. Osteosarkomlu hastanin tedavi siiresince hem periferik kan
hem de timor 6rneklerinde yapilan ¢alismalarda miR-218-5p ekspresyon diizeyinin tedaviye
bagli olarak degistigi ayrica tedavi siiresince takibinin hastalifi izlemede ve prognozu
belirlemede kullanilabilecegini gostermektedir. Bunlara ilaveten ¢alisma sonuglart miR-218-5p
ekspresyonunun sinoviyal sarkomlu ve retinoblastomlu kemik metastazli hastalarda da yiiksek
diyagnostik degere sahip oldugunu ve hem terapétik hem de prognostik belirte¢ olabilecegini

gostermektedir.
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Arastirma Hakkinda Bilgi
“Cocukluk Cag1 Sarkomlarinda WASF3 Geninin Ekspresyon, Metilasyon ve miRNA

Profilinin  Arastirllmas1” adimi verdigimiz ¢alismaya katilmak iizere davet edilmis
bulunmaktasiniz. Bu ¢alismada yer almay1 kabul etmeden dnce ¢alismanin ne amagla ve nasil
yapilacagini anlamaniz ve katilip katilmama dogrultusundaki kararinizi bu bilgilendirme sonrasi
Ozgilirce vermeniz gerekmektedir. Arastirma hakkinda sozlii olarak size aktaracagim bilgiler
yazili olarak da size bir sonraki bolimde sunulacaktir. Size 6zel hazirlanmis bu bilgilendirmeyi
litfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza agik yanitlar isteyiniz. Bu belgedeki son boliim onay
islemleri ile ilgilidir. Arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz litfen bu bdliimii imzalayimiz.
Okuma ve yazma konusunda engelleriniz oldugu takdirde bir tanigin gézetiminde bu belgeyi

onaylamaniz istenecek ve gerektiginde parmak iziniz alinacaktir.”

Projemizin amaci aday olarak belirlenen WASF3 geninin, sarkomlu ¢ocuklar ile saglikli
cocuklardan alinan kan 6rnekleri arasinda molekiiler olarak karsilastirilmas: amaglanmaktadir.
Calismanin sonunda aday olarak belirlenen genin metilasyonu, ekspresyonu ve ilgili miRNA
ekpresyonu diizeyi belirlenerek ¢ocukluk c¢agi sarkomlarinda erken tani ve taramada kullanilip
kullanilamayacagi belirlenmis olacaktir. Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisi, Temel
Onkoloji ABD Kanser Genetigi Poliklinigine bagvuran 30 kisi, ¢caligma hakkinda bilgilendirilip

onay1 alindiktan sonra genetik test Oncesi periferik kan (7-10 cc.) Ornekleri alinacaktir.
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Kan alma sirasinda kan alinan bolgede aci, morarma, kanama ya da diger rahatsizliklar meydana
gelebilir, fakat bu giigliiklerin en aza indirilmesi igin gereken dnlemler alinacaktir. Islem sonrasi
ortaya cikabilecek olasi enfeksiyonlar igin gerekli ilaglar recete edilecektir. Bu arastirma
sonunda Tez tamamlandiginda WASF3 gen ekspresyonunun metilasyonla m1 yoksa iliskili
miRNA ile mi kontrol edildigi ve bu ilgili molekiillerin ¢ocukluk ¢agi1 sarkomlarindaki durumu

belirlenmis olacaktir.

Katilmcimin Beyam

Doktor Hiilya Yazici tarafindan Istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisiinde “Cocukluk
Cagr Sarkomlarinda WASF3 Geninin Ekspresyon, Metilasyon ve miRNA Profilinin
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Aragtirtlmas1”” konusunda bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki
bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilendirmeden sonra boyle bir arastirmaya “goniilli” olarak
katilmak tlizere davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken
bana ait bilgilerin, gizlilik i¢inde, bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile korunacagi
giivencesi verildi. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda da
kisisel bilgilerimin &zenle korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi. Aragtirmanin
yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan g¢ekilebilirim. Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dis1 da
tutulabilirim. Arastirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Tarafima bir {icret 6denmeyecektir. Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma
uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle olabilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya
¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. Bu
tibbi miidahalelerle ilgili olarak parasal bir yiik altina da girmeyecegim. Arastirma sirasinda bir
saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Prof.Dr. Hiilya Yazici Istanbul
Universitesi, Onkoloji Enstitiisiinde 0212 414 24 34 / 34186 numarali telefon ve adresten
arayabilecegimi biliyorum. Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim.
Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranisla karsilasmis degilim. Eger katilmay1
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum. Bana yapilan tiim agiklamalari ayrintilariyla anlamig
bulunmaktayim. Kendi basima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma
projesinde goniillii olarak yer alma kararmi aldim. Bu konuda yapilan daveti goniilliiliik
icerisinde kabul ediyorum. Imzali bilgilendirilmis goniillii olur formunun bir érneginin bana

verilecegini de biliyorum.”



Imza ve ulasim bilgileri

Goniilliiniin

Adresi (varsa telefon no., faks no.):....................

Gerekiyorsa yasal temsilcisinin

Adresi (varsa telefon no., faks no.):.....................
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COCUKLUK CAGI SARKOMLARI HASTALARINA AiT BiLGi

FORMU

1-Adiniz, SOYAAINIZ? ..ot
2-Kag yasindasinIZ? .......uiritiiiit e e
3-Dogum tarihiniz? ................ccoeevininnnnn. Dogum kilosu: .........coevivininnnn
4-Cinsiyetiniz nedir? ~ Kadin () Erkek ()
5-Kan grubunuz nedir? ............... GOz renginiz Nedir? ........ccevvevineineeese s
6-Ikiziniz var m1?

a) Evet — tek yumurta ikizi misiniz? = a) Evet b) Hayir

b) Hayir

c) Bilmiyorum
7-Ikiz kardesinizde herhangi bir hastalik var m1? ...................cccoeeiiiiiiiiiieeeinns,
8-Su andaki boy ve KIlONUZ? .......ocooiuiiiiiicie e
9-Kanser tanisi koyulmadan bir y1l 6nceki kilonuz? ...
10-Ogrenim durumunuUZ NEir? ............ccvvreverereeiueiieesisiseses s essesesseses e sssessssaes
11-Medeni dUrUMUNUZ NEAII? .....cueiiiieiiie ittt ettt st

12-Sizin, anne ve babaniz ile anneanneniz ve dedeniz, babaanneniz ve dedenizin
dogduklari sehir ya da iilke neresidir?
Siz:
Anneniz:
Babaniz:
Anneanneniz:
Dedeniz:
Babaanneniz:
Dedeniz
13-Etnik kokeniniz nedir ya da hangi irktan geliyorsunuz?
Tiirk (); Arap (); Kiirt (); Rum (); Siiryani (); Kafkas (); Balkan ();
Asya ( ); Tatar (); Diger ()
14-Sosyoekonomik durumunuz?
Diisiik () Orta () Normal () Yiksek ()
15-Herhangi bir doktor ¢ocugunuzun hastaligi hakkinda size bilgi verdi mi? Sarkom,
osteosarkom ya da habis bir hastaliktan sz etti mi?
a) Evet -Kanser tipi NEAIr? ........coooiiiciee e s
-ilk tan1 koyuldugunda kag yasindaydi? ...........ccocevvvreninieninniniencnie s
b) Hayir

¢) Bilmiyor



mu?

16-Kemiklerde bir sislik, kirik fark ettiniz mi? Kag yasindaydi?
a) Evet
b) Hayir
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17-Daha 6nce ¢ocugunuza asagidaki hastaliklardan herhangi biri i¢in tan1 konuldu mu?

a) Evet b) Hayir

a) Retinoblastoma

b) Kondrosarkom

c) Fibrosarkom

d) Rabdomiyosarkom

e) Leiomiyosarkom

f) Losemi

g) Lenfoma

h) Melanom

i) Beyin timori

j) Goz kapagi karsinomu

k) Malign filloides tiimorler
I) Retinom ve diger benign retinal tiimérler
m) Osteosarkom

n) Wilms Timori

0) Ewing Sarkom

Evet ()
Evet ()
Evet ()
Evet ()
Evet ()
Evet ()
Evet ()
Evet ()
Evet ()
Evet ()
Evet ()
Evet ()
Evet ()
Evet ()
Evet ()

Hayir ()
Hayir ()
Hayir ()
Hayir ()
Hayir ()
Hayir ()
Hayir ()
Hayir ()
Hayir ()
Hayir ()
Hayir ()
Hayir ()
Hayir ()
Hayir ()
Hayir ()

18-Ailenizden veya akrabalarinizdan herhangi biri arasinda genetik test yaptiran oldu

a) Evet- Hangi tip? RB() p53() BRCA1/2() APC() Diger ()
MULASYON AUIUMU? ...viviiicie ettt sr e st sr e eraer e sre e enee

AKTADAIIK HEIECESI? .oeiiivveie ittt s ettt e ettt e st e s st e et e e st e e s seeeenares

b) Hayir

19-Ailede kemik rahatsizlig1 yoniinden takip yapildi m1?
a) Evet b) Hayir

SOMUG? ittt ettt ee e st e e e s b e e e e e nrbe e e rrs

AKTADALIIK ETECESI? ettt ettt e et e e e e e e et aeaeaen s eeeaas

20-Kanser tanisindan once hi¢ ameliyat gegirdi mi?

KaSIK FILIZ1? 1ot e e

b) Hayir



21-Kanser tanisi koyulmasi icin asagidaki tetkikler yapildi mi?

0BT

TMR

" 1Oftalmolojik muayene
[1G6z Anjiyosu
[1Ultrasonografi

1 Lomber Ponksiyon

) Kemik iligi Aspirasyonu

a) Evet — Kag yasindaydi?...........ccccovevvivieiicieieecie e,

b) Hayir
22-Hastalikla ilgili tedavi oldu mu?
a) Evet b) Hayir
23-Hangi tedavi yontemleri uygulandi1?
' Dondurma (Kriyoterapi)
| Lazer
I'Yakma (Termoterapi)
| Radyoterapi

| Kemoterapi
" Intraarteriyel kemoterapi
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[ Entikleasyon(Goziin cerrahi miidahale ile ¢ikarilmasi)

24-Tedavi amach kullandigs ilag var mi? Ilag isimleri nelerdir?

a) Evet b) Hayir

|1 E Y0 Y o R

ANNE

25-Cocugun biyolojik annesi $iz MiSiNIz? .........cccevvrvereereseennenn.

26-Annenin dogum tarihi nedir? .............. Dogum yaptiginizda kag¢ yasindaydiniz?.........

27- Mesleginiz nedir? Kag yildir bu isle ugrasiyorsunuz?............

28-Annenin sigara igme aligkanligi:

Hig icmedim ()  Eskidenigerdim ()  Kag Yil: ....

29-Anne sigara i¢ilen ortamlarda sik¢a bulunur mu?

a) Evet b) Hayir

30-Anne hamilelik doneminde sigaraya maruz kaldi m1?
a) Evet b) Hayir

31-Anne alkolli igecekler kullanir mi?
a) Evet b) Hayir
Nadiren/Sosyal igici () Haftada 1 kez ()
Haftada 4-5 kez () Haftada 6-7 kez ()

Bira/Sarap/Likér () Raki/Viski/Votka ()

... Adet/Gin: ........

¢) Eskiden kullanirdim
Haftada 2-3 kez ()



32-Anne hamilelik doneminde alkol kullandiniz mi?
a) Evet b) Hayir
33- IVF uygulamasi aldiniz m1? Hasta olan ¢ocugunuz tiip bebek miydi?
a)Evet 1lkez() 2kez() 3kez() 3’denfazla()
b) Hayir
34- Hasta olan ¢ocugunuz tiip bebek miydi?
a) Evet b) Hayir
35- Dogum hangi yolla gerceklestirildi?
a) Normal b) Sezaryen

36- Hamilelik doneminde sabah kusmalar1 goriiliir miiydii?
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a) Evet Nadiren () Giinde bir kez () Giinde 2-5 kez () Giinde 5’den fazla

b) Hayir
37-Hamilelik déoneminde sabah kusmalar1 goriildii mii? Kag ay siirdii?
a) Evet lay () 2ay () 3ay () 3 aydan fazla ()
b) Hay1r
RADYASYON ETKILESiMi
38-Hi¢ radyasyona maruz kaldiniz m1? Ne siklikta?
a) Evet b) Hayir
X 151m uygulama sayisi ........... X- 1511 uygulandigindaki yasti ............

a) Tomografi ya da MR
b) Ince bagirsaga ya da mideye Baryum uygulamasi
c) Pelvise X-1gin1 uygulamasi
d) Scoliosis
e) Kanser tedavisi
f) Sintigrafi
0) Kalbe katater takilmasi
h) Tiiberkiiloz (fluoroskopik X-1sin1)
i) Diger (Belirtiniz)
J) Hig
k) Bilmiyor
39-Anne hamilelik doneminde radyasyona maruz kaldi m1?
a) Evet Kag kez? ............
b) Hayir
40-Asagidaki cihazlar ne siklikla kullanirsiniz?

[1Cep Telefonu = ...............oeee saat/giin
OBilgisayar 2 .......ooooiiiiiiiil, saat/giin

"1Mikrodalga firin = haftada kag¢ giin mikrodalgada isitilmis bir sey

yiyorsunuz?
lkez() 2kez() 3kez() 3kezdenfazla()
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BABA

41-Cocugun biyolojik babasi siz misiniz? ............cccoviviiiiiiiiiiiiiiii e
42-Dogum Tarihiniz? ................... Cocugunuz dogdugunda siz ka¢ yagindaydmiz? .......
43- Mesleginiz nedir? Kag yildir bu igle ugrasiyorsunuz? ...........cccocvvveinrnnnineienennees

Asagidaki meslek gruplarinda bulundunuz mu? Kag y1l?

Ka¢ Y1l
[JAskeriye L
[IMetal Endistrisi ...l
O Kaynakeihlk
OMakinist .
ODiger
44-Babanin sigara icme aligkanligi:
Hig igmedim () Eskiden igerdim ()  Kac¢ Yil: ...... Adeti/Giin: .........
45-Baba sigara igilen ortamlarda sik¢a bulunur mu?
a) Evet b) Hayir
46- Baba alkollii i¢cecekler kullanir mi1?
a) Evet b) Hayir ¢) Eskiden kullanirdim
Nadiren/Sosyal igici () Haftada 1 kez () Haftada 2-3 kez ()
Haftada 4-5 kez () Haftada 6-7 kez ()
Bira/Sarap/Likor () Raki/Viski/Votka ()

RADYASYON ETKILESIiMi
47-Hig radyasyona maruz kaldiniz mi? Ne siklikta?
a) Evet b) Hayir
X 1g1m uygulama sayisi ........... X- 1511 uygulandigindaki yasi ..............

a) Tomografi ya da MR

b) Ince bagirsaga ya da mideye Baryum uygulamasi
c) BT ya da Pelvise X-1s1n1 uygulamasi
d) Scoliosis

e) Kanser tedavisi

f) Sintigrafi

g) Kalbe katater takilmasi

h) Tiiberkiiloz (fluoroskopik X-isin1)

i) Diger (Belirtiniz)

J) Hig

k) Bilmiyor



48- Asagidaki cihazlar ne siklikla kullanirsiniz?

[1Cep Telefonu > ............cooeenil saat/giin
CBilgisayar 2 ..o saat/gilin
[1Mikrodalga firin - haftada kag¢ giin mikrodalgada 1sitilmig bir sey
yiyorsunuz?
1kez() 2kez() 3kez() 3kezdenfazla()

Ortak Sorular
49-Evinizde kiif problemi var mi1?
a) Evet b) Hayir
50-Staphylococcus aureus enfeksiyonu gegirdiniz mi?
a) Evet Hamilelik doneminde mi? ..........cc.cc.....
b) Hayir
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ETIiK KURUL KARARI
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PATENT HAKKI iZNi
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