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ETIiK BEYAN

Bu tez ¢calismasinin; akademik kural ve etik ilkelere bagli kalinarak hazirlandigini, ¢calismada
yararlanilan ve bu caligma iiriinii olmayan biitiin bilgiler i¢in kaynak yaymnlara atifta

bulunulmus oldugunu beyan ederim.

Aysegiil Yiicel Polat



OZET
Doktora Tezi

Servikal Kanserlerin Tanisinda ve Gelisim Siirecinde miRNA Tabanli Biyobelirteclerin

Tanimlanmasi
Aysegiil Yiicel Polat
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dog. Dr. Bala Giir Dedeoglu

Servikal skuamoz hiicreli karsinom (SCC) kadinlar arasinda yaygin olarak goriilen
kanserlerdem biridir. Pap Smear ve HPV DNA testi SCC’nin 6nciil lezyonlarmin
belirlenmesinde kullanilan baglica yontemler olmasina ragmen tani verme siradinda yasanan
zorluklarm agilmasi i¢in spesifik ve sensitif molekiiler biyobelirteclerin bulunmasma ihtiyag
duyulmaktadir. MikroRNA (miRNA)’lar hedef genlerinin ifadesini diizenleyerek birgok
kanser tipinin olusum ve gelisiminde rol oynayan kodlanmayan RNA molekilleridir. Birgok
calisma ile miRNA ve servikal kanser iligkisi aydinlatilmaya ¢alisilsa da simdiye kadar
servikal lezyonlarm tanisinda biyobelirteg olarak kullanilabilecek giiglii bir miRNA
bulunamamistir. Bu tez calismasinin amaci; biyoinformatik yaklasimlar ve deneysel
analizler bir arada kullanilarak servikal kanser olusum ve gelisiminde rol oynayan miRNA
ve hedeflerini ortaya ¢ikarmaktir. Calismanin ilk asamasinda, normal, prekanser6z lezyonlar
ve invaziv kanser gruplarmi birbirinden ayirabilen miRNA’lar istatistiksel bir meta-analiz
yontemi ile mRNA’lar ise karsilastirma analizleri ile ortaya ¢ikarilmistir. Ardindan gruplar
arasinda ifade degisikligi gosteren (DE) mRNA’lar miRNA hedefleri ile karsilastirilmistir.
Bu analizler sonucunda 6ne ¢ikan miRNA ve hedef mRNA ifadelerinin gruplar arasindaki
degisimi sitoloji ve doku oOrnekleri kullanilarak qRT-PCR ile arastirilmistir. Bu deneyler
sonucunda miR-25 ve hedefi olan KLF4 in vitro ¢alismalar i¢in aday biyobelirteclerler
olarak belirlenmistir. Hem sitoloji ve hem de doku oOrneklerinde miR-25 ifadesinin
prekanserdz lezyonlar ve invaziv kanserde arttigi, KLF4 ifadesinin ise azaldigi bulunmustur.
HeLa hiicreleri ile gergeklestirilen in vitro deneylerde ise miR-25 inhibisyonu sonrasinda
KLF4 ifadesinin arttig1, hiicre proliferasyonu ve motilitesinin ise azaldigi saptanmstir. Tiim
bu bulgular sonucunda, miR-25 ve KLF4’iin servikal kanser olusum ve gelisiminde 6nemli
rolleri olan biyobelirte¢ adaylar1 oldugu diisiiniilmektedir.

2021, 144 sayfa

Anahtar kelimeler: Servikal kanser, SCC, meta-analiz, miRNA, mRNA, sitoloji, PAP
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ABSTRACT
PhD Thesis
Determination of miRNA based biomarkers in diagnosis and prognosis of cervical cancers
Aysegiil Yiicel Polat
Ankara University Biotechnology Institute

Assoc. Prof. Bala Gur Dedeoglu

Cervical squamous cell carcinoma (SCC) is one of the common cancer types among women.
Although Pap smear test and HPV DNA testing are the main methods to detect precursor
lesions of SCC in clinics, there is a need to reveal more specific and sensitive molecular
biomarkers to provide more precise diagnosis. MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding
RNAs that play an important role in the formation and development of many cancer types
by regulating expression of their targets. While many studies have investigated the
relationship between miRNAs and cervical cancer, no robust miRNA biomarkers have been
defined yet for diagnosis of cervical lesions. The aim of the study is to reveal the miRNAs
and their targets, which have a role in the formation and development of cervical carcinoma.
In this study, we performed a statistical meta-analysis to identify miRNAs and a class
compassion analysis to evaluate MRNAs with the power to discriminate between normal,
intraepithelial lesions and invasive cancer samples. Differentially expressed (DE) mRNAs
were compared with the targets of meta-miRNAs. After bioinfomatics analysis and qRT-
PCR validations with cytology and tissue samples, we defined miR-25 and its target KLF4
(Kruppel-like factor 4) as candidate biomarkers for in vitro studies. Our results showed that
miR-25 expression was significantly higher in precancerous lesions and invasive carcinoma
while presenting consistent expression patterns in both cytological and FFPE tissue samples.
In line with this, its direct target KLF4 expression decreased in precancerous lesions in
cytological samples and also in the invasive cancer group in FFPE tissues. Furthermore, in
vitro studies showed that mir-25 inhibition decreased proliferation and motility of HeLa cells
and promoted an increase in the protein level of KLF4. We conclude that inhibition of miR-
25 may upregulate KLF4 expression and regulate cell proliferation and motility in cervical
cancer.

2021, 144 pages

Keywords: Cervical cancer, SCC, meta-analysis, mMiRNA, mRNA, cytology, PAP Smear,
FFPE, miR-25, KLF4
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1. GIRIS

Servikal kanser diinyada kadinlar arasinda oldukca yaygin olarak goriilen ve 6liim orani
yuksek bir kanser turudur. Servikal kanserlerin olusum ve gelisimindeki en énemli etken
Human Papilloma Viriis (HPV)’tiir. Pap smear taramasi1 ve HPV testi servikal kanserlerin
oncul lezyonlarinin saptanarak invaziv kanser olusumunun 6nlenmesinde kullanilan ana
yontemlerdir. Buna ek olarak hastaligin 6nlenmesi amaciyla HPV asilar1 uygulanmaktadir.
Ancak Pap test degerlendirmesi uluslararasi tani kriterlerine gore yapilmasina ragmen tani
koyma sirasinda patologlar arasinda fikir farkliliklar: olusmasi, Pap test sonucu benign ancak
HPV testi pozitif vakalarin yonetimindeki zorluklar ve beraberinde cerrahi miidahalelerin
uygulanmasinda artis meydana gelmesi, patolojik degerlendirmede lezyon derecelerini
birbirinden aymrmak icin kullanilan biyobelirte¢ azlhigi ve asilarin yaygin olarak
uygulanamamasi gibi sebepler servikal kanserlerin 6nciil lezyonlarinin saptanmasinda yeni
biyobelirte¢lerin tanimlanmasi geregini olusturmaktadir. Mikro RNA (miRNA)’larin hedef
genlerinin ifadelerini baskilayarak kanser siireglerinde onemli rol oynadigmin anlasilmasi
ile beraber servikal kanser olusum ve gelisiminde rol oynayan miRNA’lar ve hedefleri de
arastirilmaya baslanmistir. Ancak su ana kadar rutin kullanim i¢in belirlenmis bir miRNA

ve hedefi bulunmamaktadir.

Bu tez calismasinda biyoinformatik ve laboratuvar yontemleri bir arada kullanilarak hem
rutin taramada kullanilan sitoloji 6rneklerinde hem de doku 6rneklerinde 6nciil lezyonlarda
ve invaziv kanser durumunda normal Orneklere gore ifadesi degisen miRNA’larin ve

hedeflerinin belirlenmesi amaglanmustir.
Tez ¢aligmasinda yapilan isler asagidaki gibidir;

1. Servikal kanser ve Onciilii 6rnekler ile yapilmis miRNA ve gen ifade mikrodizin
calismalarinin bulunmasina yonelik literatiir arastirmasi

2. Mikrodizin verilerine biyoinformatik analizler uygulanarak normal, prekansertz
lezyonlar ve invaziv kanser arasinda ifade farkliligi (DE) gosteren miRNA ve
mRNA’larin belirlenmesi

3. miRNA hedefleri ve belirlenen DE mRNA’lar’in karsilastiriimasi



4. Elde edilen verilerin insan genom atlasi (TCGA) verileriyle karsilastirilmasi ve
sinyal yolagi zenginlestirme analizlerinin gergeklestirilmesi, ileri analizlerde
calisilacak miRNA ve hedef genlerin belirlenmesi

5. Bagimsiz sitoloji ve doku ornekleri kullanilarak es zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (gRT-PCR) deneyleri ile biyoinformatik analizlerle belirlenmis
potansiyel belirtec miIRNA ve hedef mRNA ifadelerinin normal, prekansertz
lezyonlar ve invaziv kanser durumlarimdaki degisiminin aragtirilmasi

6. Onceki deneyler ile servikal kanser olusum ve gelisiminde en etkili oldugu diisiiniilen

miRNA ve hedeflerinin hiicre kiiltiirli deneyleri ile dogrulanmasi



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. SERVIKAL KANSER

Servikal kanser tiim diinyada kadinlar arasinda insidans ve mortalite agisindan 4. sirada yer
almaktadir. 2018 yilinda Diinya Saglik 6rgiitiiniin (WHO) yaptigi ¢alismada diinya ¢apinda
570.000 yeni olgu bulundugu ve bunlardan 311.000 olgunun 6liimle sonuglandigi tahmin
edilmektedir (1). Erken tanilama yontemlerinin yayginlagsmasi ve asilama yontemlerinin
gelismesiyle birlikte 6zellikle yiiksek gelirli tilkelerde son 30 yilda insidans ve §liim orani
yar1 yartya azalmis olmasma ragmen diisiilk ve orta gelirli lilkelerde bu oranlar oldukca
yuksektir (2). Servikal kanserlerin %75’ini skuamoz hiicreli karsinom (SCC) olustururken,
geriye kalan tiplerden en yaygin olarak adenokarsinom goriilmektedir. Servikal kanser
gelisiminde birgok faktor bir arada rol oynasa da servikal kanserlerin biiyiik ¢ogunluguna

Human Papilloma Virus (HPV)’iin sebep oldugu bilinmektedir (3).

2.1.1. SERVIKS HIiSTOLOJISI

Serviks iki farkli epitel tipi ile doselidir. Ektoserviks kismi skuamoz epitel ile kapli iken,
endoserviks glanduler epitel ile kaplidir. Bu iki bolge arasinda endoservikal epitelden
skuamoz epitele doniisiim gosteren metaplastik hiicrelerle kapli ve servikal kanser
gelisiminin en yaygin olarak goriildiigii transformasyon zonu gortlmektedir. Epitel hiicre
tabakasinin altinda bag doku ve kas dokusu bulunur. Hem epitel katman1 hem de daha alt
katmanlar T ve B lenfositler, plazma hiicreleri, NK hticreleri, makrofajlar ve antijen sunucu
Langerhans hiicrelerinden olusan bolgesel servikal immiin sistem elemanlarini
bulundurmaktadir (4). Servikal skuamoz epitel tabakasi ¢ok katli ve non-keratinize
Ozelliktedir. Bazal membran skuamoz epitel ve stromayi birbirinden ayirmaktadir. Skuamoz
epitel tabakasinin en alt kism1 bazal membran ile baglanti, oval sekilli, kii¢iik sitoplazmali,
biiyiik ve koyu renkli boyanan niikleuslu bazal hiicrelerden olusur. Bazal hiicreler béliinerek
ve olgunlasarak daha Ust katmanda bulunan parabazal hiicreleri olusturur. Bu hiicreler koyu
boyanan biiyiik ¢cekirdekli, bazofilik sitoplazmali hiicrelerdir. Bu hiicrelerin olgunlagmasz ile
biiyiik ve poligonal sitoplazmaly, kiiciik, oval ¢ekirdekli intermediyet hiicre tabakasi olusur.
Son olarak intermediyet hiicreler olgunlasarak kiigiik piknotik ¢ekirdekli, biiyiik ve basik
sitoplazmali yiizeyel hiicre tabakasini olusturur. Ozetle bazal hiicre tabakasindan yiizeyel
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tabakaya dogru gidildikge sitoplazma biiyiirken, ¢ekirdek boyutu kiigiilir (Sekil 2.1.).
Intermediyet ve yiizeyel tabakadaki hiicreler sitoplazmalarinda bol miktarda glikojen
icermektedirler. Bu hiicrelerdeki glikojenizasyon normal bir skuamoz epitel gelisiminin ve
maturasyon surecinin belirtecidir. Servikal skuamoz epitelin maturasyonu Ostrojene bagli
olarak gerceklesir. Ostrojen yoklugunda glikojenizasyon ve maturasyon goriilmez. Ornegin,
menopozdan sonra maturasyon durur ve parabazal hiicre tabakasmin iizerindeki katmanlar

goriilmez. Epitel tabaka ince ve atrofik durumdadir (5).
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Sekil 2.1. Servikal ¢ok katl yass1 epitel hiicre katmanlari (5)
2.1.2. HUMAN PAPILLOMA VIRUS (HPV)

Human Papilloma Virus (HPV) bir DNA virlistidlr ve genetik materyali yaklasik 8000 baz
ciftinden olusan, ¢ift zincirli, sirkiler bir DNA molekulidir. 180°den fazla farkli HPV tipi
tanimlanmistir ve bunlardan yaklasik 40 tanesi genital mukozay1 enfekte etmektedir. HPV

benign lezyonlardan invaziv tiimore kadar farkli hastaliklarin olusumuna neden olmaktadir.

HPV tipleri servikste malign lezyon olusturma potansiyellerine gore diisiik ve yiiksek riskli
olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. Diisiik riskli olanlardan en yaygin olarak goriilen tipler
HPV6 ve HPV11°dir. Bu HPV tipleri benign genital sigillerin yaklasik %90’ min olusumuna
sebep olurlar. Yiksek riskli HPV tipleri olan HPV16, 18, 31, 33, 45, 51, 52, 58 vb. ise
servikal kanserlerin %90’ mndan fazlasiyla iliskilidirler. Ozellikle HPV16 servikal kanser
olgularinin yaklagik yarisinda gorulirken, HPV18 de kalan kismin %210-20’sini

olusturmaktadir.

HPV genomu 3 ana bdliime ayrilmistir;



1) Yapisal olmayan proteinleri kodlayan yaklasik 4kb ‘lik erken (early=E) bolge

2) Iki kapsit proteinini kodlayan yaklasik 3kb ‘lik gec (late=L) bolge

3) Viral replikasyonu ve gen ekspresyonunu regiile eden cis elementlerini igeren yaklasik
1 kb’lik kodlanmayan uzun kontrol bdlgesi (Long control region=LCR ya da upper
regulatory region=URR) (Sekil 2.2.)

HPV genom organizasyonu

URR ~E6 \57
Promotor ve cis U
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Sekil 2.2. HPV genomunun detayli gésterimi (6)

HPV’nin yagam dongiisii enfekte olmus epitelin farklilasma programu ile baglantilidir. HPV
ilk olarak epitel tabakasinin sadece aktif olarak boliinebilme 6zelligine sahip bazal epitel
hiicrelerini a-6 integrin gibi 6zel reseptorler araciligiyla enfekte ederler. Viral DNA enfekte
olmus bazal epitel hlcrelerinde hiicre basina yaklasik 50-100 kopya sayisinda bulunur ve
diistik bir seviyededir. Enfekte olmus hiicreler bulunduklar1 primitif bolgeyi terk ederek
epitelin proliferatif bélgesine dogru ilerlerler. Bu asamada viral kopya sayis1 ve gen ifadesi
minimal diizeydedir. Onkojenik E6 ve E7 gen ifadeleri siki bir sekilde kontrol edilmektedir.
Daha sonra bu enfekte olmus hiicreler epitelin farklilasma bdlgesine girerler ve hiicrelerin
boliinmesiyle birlikte viral gen ifadesi ve viral DNA replikasyonu asir1 bir sekilde artar. Bu
sekilde binlerce viral kopya sayisi her hiicrede goriilmeye baslar, E6, E7 erken genleri ve
gec genlerin ifadesi artar. Bazal epitel hiicreler farklilastik¢a viriis ile enfekte olmus hiicreler

serviks epitelinin yiizeyine dogru yayilmis olur (Sekil 2.3.) (6)(7).
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Sekil 2.3. HPV'nin epitel hiicre maturasyonu ile yayilimi1 (6)

Viriis E1 ve E2 proteinleri viral genom replikasyonunda énemli rol oynarlar. E1 geni viral
DNA helikaz enzimini kodlar. E2 proteini, viral genomdaki URR bolgesindeki belirli
motiflere baglanir ve viral gen ifadesinde transkripsiyonu baskilayici olarak gérev yapar.
HPV iliskili karsinogenezin en onemli basamagi HPV genomunun konak¢i kromozomuna
entegrasyonudur. Virtis konak hiicreye girdikten sonra E2 proteininin ifadesinin durmasi ya
da fonksiyon kaybmin goriilmesi 6zellikle malign transformasyonda dnemli rolleri olan
onkojenik E6 ve E7’nin malgnite olusturma siirecinde goérev yapabilmeleri i¢in gereklidir.
Bu nedenle E2 basta olmak iizere viral DNA’nin diger bdlgeleri konakgr hiicre i¢inde
silinirken ya da ifadesi bozulurken, viral E6 ve E7 genleri konak¢t DNA’sina entegre olur

ve bu bolgelerin ifadesinin siirekli olarak devam etmesi saglanir (6)(8).

Viral E6 ve E7 proteinleri konak¢inin &zellikle hiicre dongiisiinde gorev alan proteinlerini
etkileyerek servikal epiteldeki karsinogenez strecinde dnemli rol oynarlar. HPV E6 geni
150 aminoasitlik bir protein kodlar ve bu protein 6nemli bir tiimor baskilayici olan p53°i
hedefler. Normal bir hiicrede p53 proteini ifadesi DNA hasar1 sonrasinda artar ve hiicre
dongiisii G1 fazinda kalacak sekilde durdurulur. Bu siirecte ya DNA hasar1 giderilir ya da
DNA tamiri miimkiin degil ise hiicre apoptoz siirecine girer. Ayni zamanda p53 siklin
bagimli kinazlarin inhibisyonuna sebep olur ve Retinoblastoma (Rb)’nin fosforilasyonunu
engelleyerek hiicre dongusunun ilerlemesini durdurur. HPV EG6 proteini ubikitin bagimli

proteolitik yikim yoluyla p53°iin degredasyonunu sitimiile ederek gorevini yapamamasina
6



sebep olur. HPV’nin bir diger onkojenik proteini olan E7 ise 98 amino asitlik bir
fosfoproteindir. Hiicre dongiisiinde rol oynayan ve tiimor baskilayici gérevi olan Rb proteini
uzerinde etkilidir. Rb proteini normal hicrelerde hipofosforile formda aktiftir ve E2F
ailesindeki transkripsiyon faktorlerine baglanarak hiicreleri hiicre dogiisiiniin G1 fazinda
durdurur. E7 proteini Rb’yi fosforile ederek inaktive olmasma neden olur ve transkripsiyon
faktoreleri serbest kalarak hiicre dongiistiniin devam etmesi saglarlar. Bu sekilde her iki HPV
proteini konakg1 hiicrenin hticre dongustindeki kontrol siireclerini bozarak kontrolsuz hicre

bollinmesine sebep olurlar ve kanser olusum siirecine katki saglarlar (9).

2.1.3. SERVIKAL SKUAMOZ HUCRELI KARSINOM PATOGENEZi VE ONCUL
LEZYONLARIN SINIFLANDIRILMASI

HPV virionlari ilk olarak ¢ok katli skuamoz epitelin bazal tabakasindaki hiicreleri enfekte
eder ve HPV EG6 ve E7 gen drinlerinin ifadesinin artmasi ile bu hiicrelerin proliferasyonu
artar ve maturasyon ile tiim epitel katmanlar1t HPV ile enfekte olmus olur. Bu asamalarda
ayni zamanda HPV E4 ifadesiyle birlikte hiicrelerde sitopatik degisiklikler gorilmeye
baslar. Hiicrelerin sitoplazmalarindaki sitokeratinin yikilmasi ve tonofilamentlerin hiicrenin
perifer kisimlarinda yogunlasmasiyla sitoplazmada “periniukleer hale” adi verilen
sitoplazmik bosluklar meydana gelir ve bdylece koilosit adi verilen hiicreler olusur. Bu
sitoplazmik parcalanmalarin viral partikullerin epitelin iist tabakalarindaki hiicrelerden

salinmasina ve yayilmasina sebep oldugu diistiniilmektedir (7)(10).

HPV’nin sebep oldugu sitolojik degisikliklerin yaygm olarak goriildiigii, bazal ve parabazal
hiicre proliferasyonunun orta dereceli atipi ve mitoz ile karakterize oldugu bu enfektif durum
diisiik dereceli skuamoz intraepitelyal lezyon (Low grade squamous intraepithelial
lesion=LSIL) olarak adlandirilir. Yiiksek dereceli skuamoz intraepitelyal lezyonlar (High
grade squamous intraepitehelial lesion=HSIL) ise gercek prekanserdz lezyonlar olarak kabul
edilir. HSIL kuiguk ve orta buytklikteki atipik bazal hiicrelerden olusur. LSIL ve HSIL farkli
patogenez gdstermektedir. LSIL larin sadece belli bir alt grubu HSIL a ilerlerken genellikle
birka¢ y1l i¢inde gerilemektedir. Ancak HSIL kalici bir durumdur ve biiyiik ¢ogunlukla bu
hiicreler bazal membrant kirarak bag dokuya gecmekte ve SCC’ye dogru ilerleme
gorilmektedir. Eski smiflama yonteminde bu lezyonlarin histopatoloik siniflandirilmasinda

servikal intraepitelyal neoplazi (Cervical intraepithelial neoplasia =CIN) isimlendirilmesi



kullanilmaktadir. CIN1 kategorisi LSIL’a karsilik gelirken, CIN2 ve CIN3 kategorileri
HSIL’a karsilik gelmektedir. Sitolojik ve histolojik adlandirmalardaki farkliliklarin getirdigi
karigikliklar, LSIL ve HSIL patogenezinin farkli olmasi, LSIL 1 ¢ogunlukla diistiik orta risk
grubundaki HPV tipleriyle, HSIL 1n yiiksek riskli HPV tipleri ile iligkili olmasi ve iki lezyon
tipinin farkli hiicre tipleriyle karakterize olmasi servikal prekanseroz lezyonlarin

smiflandirilmasinda ikili siniflandirmaya gecilmesine neden olmustur (Sekil 2.4.) (11)(12).

Normal serviks Skuamoz intraepitelyal lezyon invaziv kanser

I 1T T [ 1
Dusuk dereceli Yiiksek dereceli

Servikal intraepithelial neoplazi

Grade 1 Grade 2 ' Grade 3

Viral partikiiller

Skuamoz epitel "\
Yuzeyel bolge [

Orta bolge

Bazal tabaka r
Bazal membran L
Dermis [

Sekil 2.4. HPV yayiliminin, servikal prekanserdz lezyonlar ve invaziv kanser durumunda

epitel hiicre katmanlarinda goriilen degisikliklerin sematik gosterimi (13)

2.1.4. SERVIKAL INTRAEPITELYAL LEZYONLARIN VE SKUAMOZ HUCRELI
KARSINOMUN SITOPATOLOJISI VE HISTOPATOLOJISI

Pap smear’lerde gorilen hicrelerin sitolojik degerlendirilmesi Bethesda Sistemi kriterlerine
gore yapilmaktadir. Skuamoz hiicrelerde meydana gelen degisiklikler ve bu degisikliklerin
ait oldugu lezyonlarin dereceleri degerlendirilirken 6zellikle ¢ekirdek boyutu ve sitoplazma

Ozelliklerine gore karar verilmektedir.

Ozellikle HPV enfeksiyonu ile iliskili hiicresel degisikliklerin goriildiigii lezyonlar LSIL
kategorisinde degerlendirilir. Hiicreler tek tek, gruplar ya da tabakalar halinde goriilebilir.
Hiicresel degisiklikler genellikle intermediyet ya da yiizeyel hiicrelerde gortlmektedir.

8



Nkleus normal intermediyer hiicre ¢ekirdeginin 3 katindan fazla buyr, niikleus/ sitoplazma
orani artar ve genellikle hiperkromatik goriinimdedir. Kromatin yapisi graniiler ya da yogun
opak sekilde goriinebilir. Niikleer membran irregiiler ya da diizgiin olabilir. Biniikleasyon
ya da multiniikleasyon yaygin olarak goriilmektedir. Niikleusun etrafinda LSIL’a 6zgiin,
viral sitopatik etkinin ortaya ¢ikardigi “koilos” ad1 verilen periniikleer seffaf bir alan dikkati
cekmektedir. Hiicreler eozinofilik bir sekilde goriilen artmus keratinizasyon gosteren

sitoplazmaya sahip olabilir (Sekil 2.5.A.).

Invaziv tiimériin bir 6nceki basamagi olan ve gercek bir prekanserdz lezyon olarak kabul
edilen HSIL’a ait hiicrelerin maturasyonu LSIL durumunda goriilen hiicrelere gore daha
azdir, sitoplazmalar daha kiiciiktiir ve bazal hiicre tipindedirler. Hiicreler tek tek ya da
tabakalar halinde olabilir. HSIL hiicrelerinden olusan gruplar hiperkromatik kalabalik
topluluklar olarak goriilebilir. Niikleer bliylime LSIL’daki kadar ya da daha fazla
olabilmekle birlikte sitoplazmanin daha kii¢lik olmasi sebebiyle niikleus/sitoplazma orani
iyice artmistir. Niikkleus genellikle hiperkromatiktir, ancak bazi durumlarda hipokromatik
olarak da goriilebilmektedir. Kromatin diizgiin, graniiler ya da dagilmis sekilde olabilir.
Nukleer membran girintili ¢ikintili ve oldukga irregiilerdir. Sitoplazma dens ya da agik renkli

olabilir, bazen de yogun bir keratinizasyon izlenebilir (Sekil 2.5.B.).

SCC durumunda ise hiicreler biiyiik ¢ogunlukla izole tek tek diismiis hiicreler halinde
goriiliirler. Hiicre buytikliigti degiskenlik géstermekle birlikte hiicre tipi SCC’ye karakterize
olan uzamis, siklikla keratinize sitoplazmali igsi hiicrelerdir. Niikleus 6nemli 6l¢tide dikkat
cekici bir durumdadir ve oldukga hiperkromatiktir. Niikleer membran irregiilerdir. Kromatin
paterni graniiler ya da kromatin seffaflasmasi ile irregiler bir gorunimde olabilir.
Makroniikleol varligi, timor diyatezine ait nekrotik debris ve pargalanmis kan elemanlar1
non-keratinize SCC’de keratinize SCC’ye gore daha ¢ok goriilebilir (Sekil 2.5.C.) (14).

Tum bu kriterler malign hiicrelerin normal hiicrelerden ayrilmasinda oldukga basarili olsa
da yaymada gozlenebilecek farkli kdkenleri olan bazi normal hiicrelerin anormal hiicrelere
olan benzerlikleri ve reaktif durumlarda goriilen bazi hiicresel degisikliklerin malignite

kriterleri ile karistirilabilme olasilig1 her kategori i¢in yaniltici durumlar olusturabilmektedir.



Sekil 2.5. Servikal prekanserdz lezyonlar ve SCC hiicrelerinin sitolojik goruniimleri A)
LSIL; nukleus etrafinda koilos, biniikleasyon, niikleer irilesme ve hiperkromatizm dikkati
cekmektedir B) HSIL; azalmis niikleus/sitoplazma orani, irilesmis, membran diizensizligi
iceren ve hiperkromatik niikleus ile karakterli hiicreler C) SCC, igsi sitoplazmali, keratinize
SCC’ye 0zgiil keratinizasyon, asir1 hiperkromatik, irilesmis ve membran diizensizligi

gosteren hicreler gorilmektedir (14)

Servikal intraepitelyal lezyonlarin histopatolojisi degerlendirilirken ise hiicrelerdeki niikleer
ve sitoplazmik degisikliklerin yani sira displazik hiicrelerin epitel hiicre katmanindaki

dagilimi da 6nem kazanmaktadir.

LSIL epitelin alt 1/3’Llik kismimi asmayan, bazal ve parabazal benzeri hucrelerin
proliferasyonu ile karakterizedir. Mitotik aktivite bu bolgede smnirli olup ¢ogu LSIL
vakasinda atipik mitoz izlenmez. Epitelin Gist 2/3’liik kismindaki hiicreler farklilasma
gosterir ve blyik sitoplazmaya sahiptirler. Bununla birlikte hucrelerde nikleer blyime
nedeni ile niikleus/sitoplazma orani artmig olarak goriilmektedir. Niikleer hiperkromazi,
nikleer membran diizensizlikleri, binlikleasyon ya da multinikleasyon ve niikleus etrafinda
perinlikleer koilos varligi izlenebilmektedir. Cogu LSIL’da koilositoz gériilmekle birlikte bu
degisiklikler epitelin iist 1/3’liik kismmda bulunur. LSIL olgularinin yaklasik 1/3’iinde bazal
ve parabazal tabakasinda diffiiz p16 boyanmasi saptanmaktadir (Sekil 2.6.A.).

HSIL metaplazi alanlarinda veya skuamozkolumnar bileske ¢cevresinde, skuamoz hiicrelerin
anormal niikleer degisikliklerle birlikte sitoplazmik farklilasma kaybi ile karakterli
proliferasyonudur. Niikleer boyutta artigla birlikte niikkleus sitoplazma oraninda artma,
niikleer membran diizensizligi ve artmis mitotik aktivite izlenir. Proliferasyon gdsteren
hiicreler epitelin orta 1/3’linii agsmis ve ylizeye kadar ulasmis olabilir. Mitotik figiirler

epitelin yiizeyini de etkileyecek sekilde tiim katmanlarda goriilebilir. Atipik mitozlar siklikla
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mevcuttur. Immiinohistokimyasal boyamalar ile p16 pozitifligi HSIL ile immatiir skuamoz
metaplazi ve atrofi ayriminda yardimc1 olmaktadir. Ancak pratik kullanimda p16 pozitifligi

LSIL ve HSIL olgularinin ayriminda kullanilamamaktadir (Sekil 2.6.B.)

Serviksin skuamoz hucreli karsinomu biyime paternine, hiicre tipine ve diferensiyasyon
derecesine gore degiskenlik gosterebilir. SCC’nin non-Keratinize ve keratinize olmak Uzere
2 farkh alt tipi vardir. Invaziv tiimériin varhgin epitel icinde yerlesim gdsteren HSIL
durumlarindan ayirmak i¢in mutlaka bag dokunun degerlendirilebilmesi gerekmektedir.
Timor smiflandirmasi niikleer pleomorfizm derecesine, ¢ekirdek¢ik boyutuna, mitotik
aktivite sikiligina ve nekroz durumuna goére yapilir. Bu 6zellikler tiimoriin kemoterapi ya da

radyoterapiye verecegi cevap ve klinik seyir i¢in yol gdsterici olmaktadir (Sekil 2.6.C.) (15).

Sekil 2.6. Servikal prekanserdz lezyonlar ve SCC’nin histolojik goriiniimleri A) LSIL;
hicrelerde bi/multiniileasyon, irregiler niikleer kontdrler, nikleer blyime ve hiperkromazi
ve sitoplazmik agilma ile karakterli koilositik atipi goériilmektedir B) HSIL; displastik
skuamoz hiicreler epitelin tiim katmanlarinda bulunmaktadir, koilositik atipi ylizeyel hiicre
katmanmda goriilmektedir. C) SCC,non-keratinize tip; malign hucrelerde eozinofilik
sitoplazma, belirgin hiicre sinirlar1 ve hiicresel keratinizasyon, ¢ok sayida niikleol iceren

irregiiler, bitylimiis niikleus dikkati gekmektedir (15)

2.1.5. SERVIKAL KANSER ONCULLERININ ERKEN TANISINDA VE
ONLENMESINDE KULLANILAN YONTEMLER

2.1.5.1. Pap Test

1916 yilinda George Nicholas Papanicolau deney hayvanlari tizerinde seks kromozomlar1
ile ilgili yaptig1 deneyler esnasinda hayvanlarin vajinal sekresyonundan elde ettigi yayma

ornekleri incelenerek iireme donglisii zamanmin tahmin edilebilecegini ortaya ¢ikarmustir.
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1928 yilinda ise anormal hiicreleri vajinal yayma orneklerinde gozlemlemistir. 1943 yilinda
jinekolojik patolog olan Herbert Fredrick Traut ile birlikte menstrual dongl, hormon etkisi
ve malignite durumlarinda vajinal sitolojide goriilen degisikliklerin tariflendigi “Diagnosis
of Uterine Cancer by the Vaginal Smear (Uterus kanserlerinin vajinal yayma kullanilarak
tanilanmasi)” isimli bir kitap yayimlamistir. Bu bulgular vajinadan alinan normal ve anormal
yayma Ornekleri ile serviksteki degisikliklerin mikroskop altinda incelenerek servikal
kanserlerin smiflandirilabilecegini gostermistir. Bu gelismelerin ardindan uygulanmasi
kolay ve ucuz bir prosedir olan simdiki adiyla Pap smear ya da Pap test, hizlica invaziv
servikal kanserin tanilanmasi i¢in altin standart haline gelmistir. Ancak bu metodun
yayginlagsmasiyla anormal Pap smear sonucuyla biyopsiye giden olgulardaki degisiklerin
invaziv kansere degil pre-invaziv servikal lezyonlara ait oldugu belirlenmistir ve uzmanlar
icin hangi degisikliklerin hangi seviyedeki lezyona ait oldugunu belirlemek bir problem
haline gelmistir. 1950’li yillardan sonra preinvaziv lezyonlarin geri doniistimlii
olabileceginin anlasilmasi, hastalara lezyon seviyesine gore uygulanacak tedavi yonteminin
dogru olarak secilememesi ve gozlemciler arasindaki fikir farkliliklar1 bu ydntemin bir
tanillama yontemi degil 6zellikle prekanseréz lezyonlarin taranmasinda kullanilabilecek bir

yontem oldugunu goéstermistir (16)(17).

1980’11 yillarin sonuna kadar Pap smear’lerde goriilen degisikliklerin raporlanmasinda
birbirinden farkli terminolojiler kullanilmistir ve bu durum klinik olarak bir ¢ok karigikliga
sebep olmustur. 1988 yilnin aralik aymnda Amerika’nin Bethesta sehrinde konunun
uzmanlarmin 6nderliginde Pap test sonug¢larinin raporlanmasi igin Standart bir sistem
gelistirmek amaciyla bir toplant1 diizenlenmis ve “Bethesta sistemi” adi verilen
siiflandirma prosediirleri ortaya ¢ikarilmustir (18). Birka¢ yil iginde yapilan tekrar
toplantilarinda sistem gilincellenmis ve uluslararasi kullanilacak bir terminoloji sistemi
haline gelmistir. Giinlimiizde uluslararasi1 diizeyde Pap smear’lerde goriilen hiicresel
degisikliklerin siniflandirilmasinda 2014 yilinda Bethesta sisteminde yapilan son terminoloji

giincellemeleri kullanilmaktadir (19).

Konvansiyonel Pap smear yontemi 6zellikle 6rnekleme ve fiksasyon basamaklari sirasinda
olusan olumsuzluklar, yaymada kan, mukus, inflamatuar debrisin hiicreleri rtmesi ve kalin
yayma nedeniyle yalanci negatif sonuglarin ortaya ¢ikmasima ya da optimal degerlendirme

yapilamamasina neden olabilmektedir. Bu aksaklig1 gidermek amaciyla 1996 yilinda sivi
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bazli sitoloji (Liquid based cytology=LBC) yontemi klinikte kullanilmaya baglanmistir. Bu
prosedurde, fir¢ayla alman 6rnekler 6zel koruyucu bir solusyona daldirilarak hemen fikse
edilmektedir. Ardindan sisteme ait cihaz yardimiyla hiicreler lama ince bir sekilde yayilarak
boyama islemi yapilmaktadir. Yontemin kullanilmaya baglanmasindan itibaren
konvansiyonel ve LBC yontemlerinin servikal intraepitelyal lezyonlarm PAP test ile
saptanmasinda 6zgiinliik ve duyarlilik agisindan farklilik gosterip gostermedigini aragtirmak
amactyla bircok birgok calisma yapilmistir. Calismalardan elde edilen bulgular
dogrultusunda LBC yonteminin fiksasyon yontemini stabil hale getirerek, hiicrelerin iizerini
Orten diger elemanlarin degerlendirme sirasindaki etkisini azaltarak ve hiicrelerin ince bir
sekilde yayilmasmi saglayarak konvasiyonel yonteme gore yalanci negatif vakalari
azalttigmni, SIL’larin  saptanmasinda 6zglinlik ve duyarliligin arttigini, Onemi
belirlenemeyen atipik skuamoz hiicreler (ASCUS) kategorisindeki smear tanisinin azaldigmi
one siirmiislerdir. Ayn1 zamanda gerekli durumlarda hasta ilave bir isleme sokulmaksizin
soliisyon iginde kalan hiicreler kullanilarak HPV testi, immunohistokimya boyamasi vb.

tekniklerin uygulanabilmesi yontemin avantajini arttirmaktadir (20)(21)(22)(23).

Servikal sitoloji taramasi servikal kanser goriilme ve 6liim oranini 6nemli 6l¢ii de azaltsa da
ozellikle HSIL olgularinin saptanmasimdaki %35-%68’lik sensitivite oraniyla tanilama i¢in
hala oldukga sinirh bir yontemdir (24). Pap smear sensitivitesinin diisiik olmasi, gézlemciler
arasinda goriilen tam farkliliklar1 sebebiyle servikal kanserlerin taranmasinda Pap teste ek
olarak HPV testi de kullanilmaktadir. Serviks kanseri tarama programinda hastanin yasi, Pap
smear yeterliligi ve tanisi, HPV pozitifligi/negatifligi, HPV pozitifliginde genotipleme
sonucu bir arada degerlendirilerek hastanin hangi siklikla kontrole gelmesi gerektigi,

kolposkopi incelemesi yapilip yapilmayacagi belirlenerek hasta yonetimi saglanir (25).
2.1.5.2. HPV Testi ve HPV Agisi

1970 yilinda Almeida ve ark. ilk defa genital sigillerde papilloma viriislerinkine benzer viral
partikiillerin bulundugunu gostermistir (26). Harald zur Hausen 1977 yilinda HPV’lerin
skuamoz hiicreli karsinomlarmn olusumunda rolii olabilme olasiligin1 ortaya koymus ve
ilerleyen yillarda sirayla genital sigillerde HPV6’nin varligint daha sonra ise servikal kanser
orneklerinde HPV16 ve HPV18 virlslerinin varhigini tanimlamustir (27)(28)(29)(30). Bu

bulgular HPV testi ve asisiin klinik uygulamalarda kullanimi i¢in 6nemli bir adim olmustur.
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1989°da Tidy ve ark. normal ve displazik hiicreler iceren smear’leri olan hastalardan alinan
doku Orneklerinde polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile HPV16 DNA’smin
varligini gostermisler ve bu teknigin servikal kanser tarama programinda kullanilabilecegini
one siirmislerdir (31). Toplanan 6rneklerde HPV varligini belirlemek amaciyla kullanilan
molekiiler yontemler niikleik asit hibridizasyon analizleri, sinyal amplifikasyon analizleri ve
niikleik asit amplifikasyon analizleri olmak {izere 3 ana baglik altinda toplanabilir. Nikleik
asit hibridizasyon teknikleri Southern Blot, in situ hibridizasyon ve dot-blot hibridizasyon
analizleri servikal 6rneklerdeki HPV nin belirlenmesinde kullanilabilir. Bu teknikler yiiksek
kalitede bilgi vermesine ragmen direk uygulanan prob yaklasiminin diisiik sensitiviteye
sebep olmasi, yiiksek miktarda saflagtirilmig DNA gerekliligi, bazi problarin radyoaktif
ozellikte olmasi ve islemlerin uzun siirmesi bu teknikleri dezavantajli hale getirmektedir.
Sinyal amplifikasyon analizleri soliisyon igindeki isaretli RNA problarinin hedef HPV
DNA’s1 ile hibridizasyonuna dayanir. Kullanilan sistemler Ozellikle servikal sitolojik
orneklerde ya da 0Ozel soliisyonlarla muamele edilmis taze orneklerde yiiksek riskli
HPV’lerin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Bu sistemler klinikte kullanim ig¢in
onaylanmis, yanlis pozitiflik orani diisiik ve genotipleme i¢in yiiksek duyarlilikta olmalarina
ragmen HPV tiplerini tek tek aymramamakta, 6zgiil olduklar1 HPV tiplerinin pozitifligi
hakkinda bilgi vermektedir. Nukleik asit amplifikasyon analizlerinde ise mikrodizin, PZR,
gRT-PCR ve HPV genom dizileme yontemleri kullanilmaktadir. Genellikle bu yéntemlerde
HPV’ye ait E1 geni, L1 kapsit geni, E6/E7 genleri hedeflenerek HPV varlig1 belirlenirken
tipleme analizleri de gergeklestirilebilmektedir (32)(33).

Diger yandan servikal prekanserdz lezyonlarin ve invaziv kanserlerin 6nlenebilmesi i¢in
kullanilan bir diger yontem ise HPV agisinin klinikte kullanimidir. 1990°larin basinda Frazer
ve ark. profilaktik asilarda viriis benzeri partikiilleri bloklamak i¢in kullanilacak HPV16 L1
kapsit proteinini tretmek i¢in ¢alismalar yapmislardir (34). Gliniimiizde kullanilan HPV
asilar1 da viriisiin L1 veya L2 antikorlarina kars1 immiinite gelistirilmesini amag¢lamaktadir.
En genis spektrumlu as1 en yaygmn goriilen diisiik ve yiiksek risk gruplarindan HPV
6,11,18,16, 31,33 45,52,58 tiplerine kars1 {iretilmistir ancak daha yaygin olarak kullanilan
asilar sadece HPV16, 18 ya da HPV 6,11,16,18’e kars1 gelistirilen asilardir. Asilarin
Ozellikle adolesan donemindeki kadin ve erkeklerde kullanimi Onerilmektedir. Asi

fiyatlarinin yiiksek olmasi, kiiltiirel etkiler, saglik sisteminde yaygin olarak uygulanamamasi
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ve kisith sayidaki HPV tipine karsi koruma asmin uygulanabilirligini ve koruyuculugunu

olumsuz yoénde etkilemektedir (35).

Pap test ve HPV test sonug¢larindaki uyumsuzluklar, yanlis negatif olgular, Pap test sonucu
benign ancak HPV testi pozitif olan hastalarin yonetimindeki zorluklar ve bu durumun
gereksiz cerrahi yontemlerin uygulanmasina yol agmasi, ag1 uygulamasinin yaygin olarak
kullanilamamasi1 servikal kanser oncullerinin belirlenebilmesi igin yeni molekiler

biyobelirteglerin tanimlanmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.
2.2. MIKRORNA’LAR
2.2.1. MIKRORNA BIYOGENEZI

MikroRNA’lar (miRNA) ilk olarak 1993 yilinda C.elegans’daki gelisimsel bir defekt iki
farkli grup tarafindan arastirilirken, lin-4 geninin bir protein yerine bir RNA molekilini

kodladig1 ve lin-14 ifadesini baskiladigi bulunarak tanimlanmislardir (36)(37).

MikroRNA’lar (miRNA) tek zincirli, yaklasik 20-25 niikleotid uzunlugundaki RNA
molekilleridir. Hayvanlarda goriilen miRNA'lar genomdan tek basma ya da birka¢ taneden
yiizlercesini igeren miRNA kiimeleri halinde kodlanabilirler. Kiimelenmis miRNA’lar
polisistronik transkriptler olarak birlikte sentezlenerek ¢esitli kesim islemlerinden sonra ayri
ayrt olgun miRNA’lara doniistirler. MiRNA’larin  biiyilk ¢ogunlugu intronlardan
kodlanirken bir kismi da protein kodlayan ekzonlardan veya intergenik bdlgelerden
kodlanabilmektedir. miRNA’lar yaygin olarak kanonik miRNA biyogenezi adi verilen
mekanizmayla iki asamada ger¢ekceklesmektedir. miIRNA transkripti cekidek icinde RNA
polimeraz Il enzimi ile 6ncelikle yaklasik 70 niikleotid uzunlugundaki sag tokasi seklindeki
primer miRNA’ya (pri-miRNA) kodlanir. Pri-miRNA nukleustaki Drosha ve cift zincirli
RNA’ya baglanan bir protein olan “DiGeorge critical region 8 (DGCRS8)” in olusturdugu bir
protein kompleksi tarafindan kesim islemine ugrar ve dnciil miRNA (pre-miRNA) olusur.
Pre-miRNA tasiyici bir reseptor olan Exportin5 tarafindan sitoplazmaya taginir. Daha sonra
sitoplazmada Dicer adi verilen bir enzim ve TRBP (trans-activation-responsive RNA-
Binding protein) tarafindan ikinci bir kesim islemi gecirir. Bu asamada sa¢ tokasinin baglik
kismi kesilir ve ¢ift zincirli miRNA olusur. Son olarak Argonat (AGO) protein ailesisinden

bir protein olgun miRNA olarak gdrev yapacak miRNA zincirini secer ve diger zincir
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degrede olur. AGO proteini ve tasidig1 olgun miRNA RISC kompleksini olustururlar ve gen
susturma gorevinde rol oynarlar (Sekil 2.7.). Non-kanonik olarak adlandirilan miRNA
biyogenezi ise kanonik biyogenez sirasinda kullanilan proteinlerin kombinasyonlariyla
gerceklesir ve birgok farkli sekilde gergeklesmesine ragmen genel olarak Drosha/DGCR8-
bagimsiz ve Dicer-bagimsiz olmak tizere iki gruba ayrilmistir. Bu mekanizmalar mRNA
kesimi sirasinda intronlardan iiretilen mirtron adi verilen pre-miRNA’larm, 7-metilgunozin
baglikli pre-miRNA’larin ve endojen shRNA transkriptlerinin islenerek olgun miRNA
haline getirilmesinde kullanilir (38)(39)(40).

Transkripsiyon

’ : Olgunlagma
> miRNA geni g 3

Primer
miRNA S
Zincir segimi
*
Argonaute T A rees

[ARNNRRRN
Hedef tanima l

Hedef mRNA'nin diizenlenmesi

Cekirdek

Sitoplazma

Sekil 2.7. miRNA biyogenezi (41)
2.2.2. MiRNA’LARIN ETKi MEKANiIZMASI VE GOREVLERI

mMiRNA’lar gen ifadesinin baskilanmasinda rol oynamaktadir. Olgun miRNA igeren RISC
kompleksi sayesinde gen ifadesi iki farkli posttranskripsiyonel mekanizma ile
diizenlenmektedir. Bunlardan biri hedef mRNA'nin pargalanmasi digeri ise translasyon
isleminin baskilanmasidir. Gen susturulmasinda hangi mekanizmanmn kullanilacagi miRNA
ve hedefi arasmdaki komplementerlik seviyesine baghdir. Ancak hedef mRNA
parcalanmasmin gen diizenlenmesinde daha yaygin olarak kullanildigi diisiiniilmektedir.
MRNA’larin  miRNA’lara baglanan bolgeleri genel olarak 3’UTR kisimlarinda

bulunmaktadir. miRNA’larin 5’u¢larinda, 2-7. niikleotidleri arasinda hedef taninmasinda
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¢cok 6nemli rol oynayan “miRNA seed” olarak adlandirilan bdlge bulunur (Sekil 2.8.).
Insanlarda protein kodlayan genlerin %60°dan fazlasi en az bir adet miRNA baglanma
bolgesi igermektedir ve her miRNA yiizlerce farkli mRNA ifadesinin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. Bu durum protein kodlayan genlerin miRNA kontrolii altinda oldugunu
gostermektedir (42). Diger diizenleme mekanizmasinda ise miRNA’lar translasyonu
baskilamaktadirlar. Bu mekanizma translasyonu baslangicinda durdurma, translasyonda
uzamay1 durdurma, ko-translasyonel protein pargalanmasi ve translasyonun erken asamada
sonlanmasi seklinde gerceklesebilir. Ancak yapilan caligmalara ait bulgular miRNA’larin

translasyonu ozellikle baslangi¢ asamasinda inhibe ettigini desteklemektedir (43).

ORF
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3 HO-NNNN 7151301
5

miRNA

mRNA 3’UTR

Sekil 2.8. miRNA’nin hedef mRNA ile etkilesimi

MiRNA'’lar gen diizenleyici rolleriyle bir¢ok farkli sinyal yolaginda gorev almaktadirlar.
Embriyonik gelisimde ve eriskin donemde kok hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilasmasi ve
yenilenmesindeki surecleri duizenlerler (44). Aymi zamanda yapilan c¢alismalar ile
miRNA'larin apoptoz, otofaji ve nekroptoz yolaklari, hiicre dongist ve hicrelerin
cogalmasinda oynadiklari roller ile viral, immun ve noro dejeneratif hastaliklar gibi birgok

hastaligin ve kanserin olusum ve gelisiminde etkili olduklar1 gosterilmistir (45)(46)(47).
2.3. SERVIKAL KANSER OLUSUM VE GELISIMINDE miRNA’LARIN ROLU

HPV agilari, HPV tipleme testleri ve geleneksel Pap Smear tarama testi bir araya getirilerek
servikal kanser olusumu 6nemli 6l¢iide azaltilmistir. Ancak hala diinya ¢apinda kansere
bagli dlimlerin goriildiigii kanserler siralamasinda servikal kanserler dordiincti olarak yer

almaktadir. Bu durum bilim insanlarmi tan1 vermede kullanilacak yeni biyobelirtegler ve
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tedaviler bulmaya yoneltmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalar miRNA’larin servikal kanser

olusumundan sorumlu bir¢ok dnemli genin ifadesini diizenledigini gostermistir.

Karsinogenezde rol oynayan miRNA’lar onkojenik miRNA’lar ve tiimor baskilayici
MIRNA’lar olarak smiflandirilmaktadir. Onkojenik miRNA’lar tiimér baskilayici genleri
inhibe ederek karsinogeneze katki saglarken, tiimor baskilayict miRNA’lar ise kanser
olusumuna kars1 proto-onkogenlerin ifadesini inhibe etmektedir. Ayn1t miRNA farkli timor
tiplerinde onkojenik ya da timor baskilayict olarak gorev yapabilmektedir (48). Klinik
ornekler ile yapilan mikrodizin ve es zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (qQRT-PCR)
calismalarmma ait bulgular miRNA ifadelerinin kanser tiplerine 6zgiin olarak degistigini
ortaya koymustur. Normal ve kanserli dokulardaki miRNA ifadeleri karsilastirildiginda
onkojenik miRNA’larin ifadelerinin kansere 0Ozgiil olarak arttig1i, tiimor baskilayici
miRNA’larin ifadesinin ise azaldigi bulunmustur. Servikal kanserlerde de birgok onkojenik

ve tiimor baskilayict miRNA gérev yapmaktadir (49).

Literatiire bakildiginda servikal kanserlerde miRNA ifadelerinin ¢alisildig1 bir ¢ok arastirma
gorulmektedir ve farkli arastirmalarda bir ¢ok farkli miRNA iizerinde durulmustur. 2014
yilinda literatiirdeki 51 arastirma makalesi derlenerek hazirlanan bir ¢alismada normal,
prekanserdz lezyonlar ve invaziv servikal kanser durumlarinda ifadesi degisen toplam 246
miRNA bulundugu, bunlardan 41 tanesinin 5 ve daha fazla makalede ortak olarak saptandigi
ve 116 tanesinin ise birden fazla makalede tanimlandig1 goriilmistiir (50). 2015 yilinda 27
calisma verisinin dahil edildigi meta-analiz ¢alismasinda invaziv kanser durumunda normale
gore ifadesi artan 7 tane, ifadesi azalan 3 tane miRNA’nin 6ne ¢iktig1 saptanmistir. Ayni
zamanda 14 adet metastaz iligkili miRNA belirlenmistir (51). Bunlara ek olarak 2018 yilinda
2010-2017 yillar1 arasinda yayinlanan 372 ¢alisma arasindan segilen 24 adet qRT-PCR ve
mikrodizin ¢aliymasina ait sonuglar ile yapilan derleme ¢alismasinda ise normal,
prekanserdz lezyonlar ve invaziv kanser arasinda her asamada ifadesi artan ve azalan

miRNA’lar listelenmistir (52).

miRNA’larn viral genlerin ifadesinin diizenlenmesinde ve DNA replikasyonunda da 6nemli
gorevleri olabilecegi yapilan ¢aligmalarla gdsterilmistir. Nuovo ve ark. tarafindan 2010
yilinda yayinlanan bir ¢caligmada in vitro kosullarda disaridan verilen miR-125b’nin HPV16
DNA replikasyonunu baskiladigi goriilmistiir (53). 2015 yilinda Ribeiro ve ark. tarafindan
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yapilan bir ¢alismada ise miR-125b’nin HPV ile enfekte olmus normal hiicrelerde ifadesinin
arttig1 ancak pre-kanserdz lezyon olusmaya basladiginda ve artan lezyon derecelerinde
ifadesinin azaldig1 gorilmiistir (54). Bu bilgiler hicrelerin ilk defa HPV ile enfekte

oldugunda olugan immiin cevapta miRNA’larin rol oynuyor olabilecegini gostermektedir.

Bunun yani1 sira miRNA’lar tiimor bakilayici ya da onkojenik dzellikleri ile de HPV kaynakli
displazi olusum siirecinde rol oynamaktadir. miR-34a tiimor baskilayict bir miRNA’dir. p53
miR-34 icin bir transkripsiyon faktorudir ve miR-34’y1 kodlayan genin promotoruna
baglanip aktive ederek ifadesinin artmasini saglar. Yiiksek riskli HPV enfeksiyonu viral E6
onkoproteini sayesinde p53-bagimli sinyal yolagini etkileyerek miR-34a ifadesinin
azalmasini saglar. Bu azalma sadece sevikal kanserlerde degil prekanserdz lezyonlarda da
goriilmektedir. Tiimor baskilayict olan miR-34a ifadesi artan displazi derecelerinde yani
LSIL’dan HSIL’a gidildik¢e azalma gostermektedir (55).

Urokinaz-tipi plazminojen aktivator (uPA) miR-23b’nin hedefidir ve direkt olarak servikal
kanserlerde hiicre migrasyonu ve invazyonu ile iliskilidir. Yiiksek riskli HPV pozitif servikal
kanser dokusuna ait hiicreler ve hiicre hatlarinda miR-23b ifadesinin diistiigii goriilmiistiir.
miR-23b ifadesindeki bu diizenlenmenin viral E6 proteininin p53 yolag1 iizerinden

etkilendigi diistiniilmektedir. (56)(57)

HPV E7 proteini ise pRb yolagi lizerinden anjiyogenez ve metastaza neden olmaktadir. Viral
E7 pRb’nin pargcalanmasina neden olur ve bir transkripsiyon faktorii olan E2F bagli oldugu
PRB-E2F kompleksinden ayrilir. E2F1 ve ECF3, miR-15a, miR15b ve miR-16 ifadelerini
pozitif olarak regiile eder. Uterus leiyomyomlarina ait materyaller kullanilarak yapilan bir
calismada miR-15b’nin azalan ifadesiyle anjiyogenezde ekstraseliiler matrix olusumundan
ve malign hicrelerin invazyon ve metastatik aktivitelerini diizenlemeden sorumlu olan
RECK proteinini hedefledigi ve RECK ifadesini azalttigi bulunmustur (58). HSIL ve SCC
materyalleri kullanilarak yapilan bagka bir ¢aliymada ise 6zellikle HPV16 pozitifliginin
azalan RECK ifadesi ile iligkili oldugu bulunmustur (Sekil 2.9.) (59).
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Sekil 2.9. Viral E6 ve E7 proteinlerinin pRb ve P53 yolaklar1 iizerindeki etkisi ve
miRNA’larin bu siire¢lerdeki rolii (21)

Viral E6 ve E7 genleri sadece p53 ve pRb yolaklar1 Gzerinden etkili olmayabilirler. miR-21
bir onkojenik miRNA’dir ve hedef proteini tiimor baskilayict PTEN proteinidir. Kong ve
arkadaslar1 tarafindan servikal kanser hiicre hatt1 olan HelLa hiicreleri kullanilarak yapilan
bir ¢alismada, miR-21 ifadesinin HPV E7 proteini tarafindan arttirildigi bulunmustur (60).
Xu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada ise 28’inde HPV(+) olan 36 invaziv
servikal kanser 6rneginde miR-21’in ifadesinde asir1 bir artis gozlenirken PTEN ifadesinin

azaldig1 goriilmiistiir (61).

Tiim bu bulgular miRNA ’larin birgok fakli sinyal yolagi lizerinden HPV’ye kars1 olusturulan
immiin cevapta, servikal kanserlerin basglangi¢, gelisim ve invazyon asamalarinda 6nemli
rolleri oldugunu isaret etmektedir. Literatiirde servikal kanserler ve miRNA’lar {izerine
yapilan bir¢ok calisma olmasina ragmen doku Orneklerindeki cesitlilik, doku dondrleri
arasindaki genetik ve g¢evresel faktor farkliliklari, klinikopatolojik Ozellikler ve ifade
profilleme profilleri arasindaki degiskenlikler calismalarda bulunan biyobelirteglere ait
sonuglar arasinda farklilik yaratabilmektedir (51). Ancak gelisen teknolojiler ve artan
calismalar ile mevcut servikal kanser tarama sistemlerine ek olarak daha spesifik sonuclar

verecek olan miRNA tabanli biyobelirtegler ve tedaviler bulunmasi amaglanmaktadir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Giiniimiizde servikal kanserlerin 6nciil lezyonlarinin taranmasinda Pap test ve HPV testi
kullanilmaktadir. Ancak Pap smear testinin spesifisite ve sensitivitesinin diisiik olmasi, HPV
pozitif hastalarda her zaman lezyon olusumunun gorilmemesi ve bdylece bu hastalarin

yonetiminde zorluklar yasanarak fazla cerrahi uygulamalara sebebiyet vermesi nedeniyle

onctil lezyonlarin saptanmasinda daha 6zgiin biyobelirteglerin saptanmasi gerekmektedir.

MiRNA’larm kanser olusum ve gelisiminde rol aldiginin anlasilmasi ile birlikte servikal
kanserler i¢in tanida daha spesifik olabilecek miRNA tabanli biyobelirtecler arastiriimaya
baslanmistir. Literatiire bakildiginda, 2008 yilindan giiniimiize kadar servikal kanserlerde
mIiRNA ifadeleriyle ilgili bir ¢cok arastrma yapildigi goriilmektedir ve bu arastirmalarda
farkli skuamoz intraepitelyal lezyon dereceleri ve invaziv karsinom durumlarinda ifadesi
degisen farkli miRNA’lar iizerinde durulmustur (52)(62) .

Servikal kanser basamaklarinda degisen miRNA seviyelerinin saptanmasi konusunda
yapilan ¢alismalarda genel materyal olarak formalin fikse parafine gomiilii (FFPE) dokular,
frozen kesitler ve hiicre kiiltiirlerinin kullanildig1 goriilmektedir (52)(63). Bugline kadar
sadece 4 calismada servikal sitoloji 6rneklerinin kullanildig1 goriilmektedir ve bunlardan
sadece 2018 yilinda Kawai ve ark. tarafindan yapilan calismada mikrodizin ve gRT-PCR
yontemleri kullanilarak lezyon dereceleri arasinda degisen miRNA’lar i¢in kapsamli profili
arastirmasi yapilmistir (54)(64)(65)(66).

Tez kapsaminda oncelikle ANOVA bagimli-siralama tabanli bir meta-analiz ¢alismasi
yapilmistir. Bu analizde farkli ¢alismalardaki veriler bir araya getirilerek servikal lezyon
dereceleri arasinda ifadesi degisen miRNA’lara genel bir bakis agis1 saglanabilmistir. Meta-
analiz ¢alismasindan elde edilen bulgular servikal kanserlerin olusum ve gelisiminin
aydinlatilmasi, teshis ve/veya tedavide kullanilabilecek yeni biyobelirtecler belirlenebilmesi
icin  miRNA’larin potansiyel adaylar olduguna isaret etmektedir. Daha sonraki
biyoinformatik analizlerde yine literatiirdeki caligmalara ait veriler bir araya getirilerek
mRNA calismalari i¢in karsilastirma analizleri yapilmis ve buradan elde edilen sonuclar ile
elde edilen meta-miRNA hedefleri karsilastirilmistir. ileri asamalarda ise yolak analizleri ve

insan kanser genom atlasi (TCGA) verileri ile kullanilarak yapilan analizlerle servikal
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kanserde 6nemli rol oynadig1 6n goriilen meta-miRNA ve hedefleri secilerek ileri analizlere

gecilmistir.

Calismada ana materyal olarak servikal sitoloji Ornekleri ve FFPE doku ornekleri
kullanilmistir. Servikal sitoloji 6rnekleri bu konuda galisilan nadir 6rneklerdir ve invaziv
cerrahi yontemler uygulanmadan lezyonlarin saptanmasinda kullanilabilecek en iyi
materyallerdir. Bu ileri analizler kapsaminda, meta-analiz ve biyoinformatik analizler
sonucunda elde edilen ve en kuvvetli biyobelirte¢ aday1 olduklari saptanan miRNA ve hedef
gen ifadelerinin benign ve intraepitelyal lezyonlara ait hiicreleri iceren servikal sitoloji
orneklerinde nasil degistiginin arastirilmast amaglanmigtir. Ayni1 zamanda Sitoloji
orneklerinden alinan sonuglar tan1 vermede altin standart olarak kabul edilen FFPE doku

ornekleri ile yapilan dogrulama deneylerine ait sonuglar ile karsilastirilmustir.

Bunlara ek olarak biyoinformatik ve bagimsiz oOrnekler ile yapilan dogrulama
calismalarindan sonra 6ne ¢ikan miRNA ve mRNA’lar ile hiicre kiiltiirli deneyleri yapilarak
bu biyomolekiillerin birbiri ile olan iliskisi, hiicre cogalmasi ve hareketliligindeki rolleri de

fonksiyonel olarak arastirilmustir.

Sonug olarak tlim analizler ve deneyler sonucunda normal serviks hiicrelerine gore servikal
kanser onctillerinde ve invaziv kanser durumunda ifadesi degistigi belirlenen miRNA ve
mRNA'lar aday biyobelirtecler olarak literatiire katki saglanirken bir yandan da yapilacak
olan ileri ¢aligmalar i¢in zemin hazirlanmistir. TUm bulgular sonucunda invaziv kanser ve
prekanser6z lezyonlarm tanilanmasina mevcut yontemlerden daha spesifik potansiyel

biyobelirtegler ortaya ¢ikarilarak bunlara alternatif yaklasimlar 6nerilebilmektedir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. MATERYAL
4.1.1. BIYOINFORMATIK ANALIiZLERDE KULLANILAN CALISMALAR

Tez g¢aligmasinin ilk agsamasinda serviks kanseri olusum ve gelisim siirecinde rol oynayan
miRNA ve mRNA’larin belirlenebilmesi amaciyla biyoinformatik bir 6n c¢alisma
yapilmistir. Bu asamada GEO (Gene Expression Omnibus) ve Array Express veri

tabanlarindan elde edilen miRNA ve mRNA mikrodizin ¢aligmalar1 kullanilmistir.

Serviks kanseri olusum ve gelisiminde rol alan biyomolekiillerin arastirilmasi igin; toplamda
36 normal, 18 LSIL, 31 HSIL ve 14 SCC o6rnegi igeren 3 tane miRNA ve toplamda 38
normal, 25 LSIL, 61 HSIL ve 56 SCC 6rnegi iceren 2 tane mRNA c¢alismasi se¢ilmis ve bu
calismalara ait veriler ile biyoinformatik analizler gergeklestirilmistir. Bunun yani sira
mRNA c¢aligmalarindan elde edilen ve gruplar arasinda ifade farkliligi gosteren genlerin
kontroliiniin yapilabilmesi i¢in 21 normal ve 33 SCC 6rnegi i¢eren ayr1 bir mRNA calismasi1

secilmistir. Calisma verilerinin 6zellikleri Cizelge 4.1.’de detayli olarak gdsterilmistir.

Cizelge 4.1. Literatiir arastirmasi sonucunda serviks kanseri olusum ve gelisiminde rol
oynayan miRNA ve mRNA’lar1 belirlemek amaciyla segilen mikrodizin ¢aligmalarinin

erisim kodu, veri tipi, 6rnek sayilar1 ve platform 6zellikleri

GEO /Array Express ID Ornek Sayilari Platform

miRNA ¢alismalar1 Normal | LSIL HSIL | SCC

GSE51993 7 9 8 Illumina Human v2 MicroRNA expression beadchip
llumina HumanHT-12 V4.0 expression beadchip

GSE30656 10 18 10 Agilent-016436 Human miRNA Microarray 1.0

GSE19611 19 9 5 4 National DNA microarray facility of University of
Aveiro miRNA chip v1.1

Toplam 36 18 31 14

mRNA caligmalart Normal | LSIL | HSIL | SCC

GSE63514 24 14 40 28 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array

GSE27678 14 11 21 28 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array
Affymetrix Human Genome U133A 2.0 Array

Toplam 38 25 61 56

Kontrol mMRNA Normal | LSIL | HSIL | SCC

¢alismasi

GSE9750 21 0 0 33 Affymetrix Human Genome U133A Array
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4.1.1.1. miRNA Mikrodizin Verileri

GSE51993 (67), Mo ve arkadaslar1 tarafindan [llumina Human v2 MicroRNA expression
beadchip ve llumina HumanHT-12 V4.0 expression beadchip platformlari kullanilarak elde
edilmis bir miRNA mikrodizin verisidir. Bu ¢alismadaki 7 normal, 9 LSIL, 8 HSIL 6rnegine

ait veriler tez kapsaminda tekrar incelenmistir.

GSE30656 (68), Wilting ve ark. tarafindan Agilent-016436 Human miRNA Microarray 1.0
platformu kullanilarak elde edilmis bir miRNA mikrodizin verisidir. Bu ¢aligmadaki 10

normal, 18 HSIL ve 10 SCC 6rnegine ait veriler tez kapsaminda tekrar incelenmistir.

GSE19611 (69), Pereira ve ark. Tarafindan National DNA microarray facility of University
of Aveiro miRNA chip vl.1 platformu kullanilarak elde edilmis bir miRNA mikrodizin
verisidir. Bu ¢alismadaki 19 normal, 9 LSIL, 5 HSIL ve 4 SCC 06rnegine ait veriler tez

kapsaminda tekrar incelenmistir.
4.1.1.2. mRNA Mikrodizin Verileri

GSE63514 (70), den Boon ve ark. tarafindan Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0
Array platformu kullanilarak elde edilmis bir mMRNA mikrodizin verisidir. Bu ¢alismadaki
24 normal, 14 LSIL, 40 HSIL ve 28 SCC o6rnegine ait veriler tez kapsaminda tekrar

incelenmistir.

GSE27678 (71), Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array ve Affymetrix Human
Genome UI33A 2.0 Array platformlar1 kullanilarak elde edilmis bir mRNA mikrodizin
verisidir. Bu ¢alismadaki 14 normal, 11 LSIL, 21 HSIL ve 28 SCC 6rnegine ait veriler tez

kapsaminda tekrar analiz edilmistir.

GSE9750 (72), Scotto ve ark. tarafindan Affymetrix Human Genome UI33A Array
platformu kullanilarak elde edilmis bir mRNA mikrodizin verisidir. Bu ¢aligmadaki 21
normal ve 33 SCC 6rnegi tez kapsaminda tekrar analiz edilmis ve diger ¢aligmalardan elde

edilen veriler i¢in bir kontrol ¢galigmasi olarak kullanilmistir.
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4.1.1.3. TCGA (The Cancer Genome Atlas) Verileri

TGCA analizleri igin veri tabanindan “TCGA Cervical Cancer (CESC)” veri setine ait
bilgiler indirilmistir. U¢ normal ve 306 timor drnegi ile segilen meta-miRNA’lar ile ifade

analizleri yapilmstur.

4.1.2. DENEYSEL LABORATUVAR ANALIZLERINDE KULLANILAN NORMAL
VE HASTA ORNEKLERi

4.1.2.1. Stvi-Bazh Sitoloji Ornekleri

Bu tez calismasinda Baskent Universitesi Hastanesi arsivindeki tani almis hastalara ait
retrospektif ve prospektif olarak secilen Sivi-Bazli servikal sitoloji 6rnekleri kullanilmustir.
Calisma kapsaminda 22 normal, 23 LSIL ve 20 HSIL 6rnegi ile ¢alisilmistir. Analizler
sonucunda elde edilecek verilerle birlikte degerlendirilmek iizere calismaya dahil edilen
orneklerin yas ve HPV bilgileri toplanmustir (Cizelge 4.2.). Bu ¢alisma i¢in etik kurul onay1
(Ek 1.) ve Sivi-Bazl sitoloji 6rnegi kullanilan bireylerden bilgilendirilmis onam formu

almmustir.
Calismaya dahil edilme kriterleri:

1. Calismaya katilmayi1 kabul etmek
2. Hastalarin hamilelik durumu veya kadin genital sistemine ait herhangi bir baska

malignite durumu bulunmamasi
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Cizelge 4.2. Calismaya dahil edilen s1vi-bazli servikal sitoloji 6rneklerinin numaralari, yas

ve HPV durumu bilgileri

Normal Ornekler

Ornek No. Yas HPV Statusu
S N1 36 HPV ()
S N2 29 HPV ()
S N3 21 HPV ()
S N4 24 HPV (-)
S_N5 38 HPV ()
S_N6 25 HPV ()
S N7 50 HPV ()
S _N8 42 HPV ()
S N9 47 HPV ()
S_N10 39 HPV ()
S_N11 45 HPV (-)
S_N12 47 HPV (-)
S_N13 47 HPV (-)
S_N14 29 HPV ()
S_N15 41 HPV (-)
S_N16 28 HPV (-)
S_N17 43 HPV (-)
S_N18 40 HPV (-)
S_N19 28 HPV (-)
S_N20 63 HPV ()
S_N21 47 HPV (-)
S_N22 45 HPV (-)
LSIL Ornekleri

Ornek No. Yas HPV Statiisii
S L1 20 Bilinmiyor
S L2 50 HPV66
S L3 46 HPV33
S L4 61 Bilinmiyor
S L5 35 HPV56
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S_L6 46 HPV+

S L7 32 HPV39

S L8 36 Bilinmiyor

S L9 20 Bilinmiyor

S L10 31 Bilinmiyor

S L11 50 HPV52

S L12 37 Bilinmiyor

S L13 41 Bilinmiyor

S L14 35 HPV35

S L15 43 Bilinmiyor

S L16 32 Bilinmiyor

S L17 30 HPV16,HPV18
S L18 24 HPV66
S_L19 28 HPV+

S L20 49 HPV66

S L21 33 Bilinmiyor

S L21 48 Bilinmiyor

S L23 27 Bilinmiyor
HSIL Ornekleri

Ornek No. Yas HPV Statiisii
S _H1 38 HPV6

S H2 25 HPV16,HPV31
S H3 33 Bilinmiyor
S_H4 33 HPV16

S H5 21 HPV16,HPV31,HPV68
S H6 34 Bilinmiyor

S H7 29 HPV16,HPV56,HPV59
S_H8 40 HPV52
S_H9 34 HPV52
S_H10 37 Bilinmiyor
S_H11 39 HPV+

S _H12 24 Bilinmiyor

S _H13 34 Bilinmiyor
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S_H14 27 HPV+

S_H15 37 HPV16

S_H16 39 HPV16,HPV56,HPV58
S_H17 38 Bilinmiyor
S_H18 58 Bilinmiyor
S_H19 47 Bilinmiyor
S_H20 37 Bilinmiyor

4.1.2.2. Formalin ile Fikse Edilmis Parafine Gomiilii (FFPE) Doku Ornekleri

Bu tez ¢ahismasinda Baskent Universitesi Hastanesi arsivindeki tani almis hastalara ait
retrospektif ve prospektif olarak secilen FFPE doku ornekleri kullanilmistir. Calisma
kapsaminda 22 normal, 20 LSIL, 22 HSIL ve 18 SCC o6rnegi ile ¢alisilmistir. Analizler
sonucunda elde edilecek verilerle birlikte degerlendirilmek tizere ¢alismaya dahil edilen
orneklerin yas ve HPV bilgileri toplanmistir (Cizelge 4.3.). Bu ¢alisma i¢in etik kurul onay1

(Ek 1.) ve FFPE kullanilan bireylerden bilgilendirilmis onam formu alinmistir.
Calismaya dahil edilme kriterleri:

1. Calismaya katilmayi kabul etmek
2. Hastalarin hamilelik durumu veya kadin genital sistemine ait herhangi bir baska

malignite durumu bulunmamasi
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Cizelge 4.3. Calismaya dahil edilen FFPE Orneklerinin numaralari, yas ve HPV durumu

bilgileri
Normal Ornekler
Ornek No. Yas HPV Statusu
N1 42 Bilinmiyor
N2 35 HPV -
N3 27 Bilinmiyor
N4 42 Bilinmiyor
N5 41 Bilinmiyor
N6 35 Bilinmiyor
N7 31 Bilinmiyor
N8 43 HPV -
N9 39 Bilinmiyor
N10 46 Bilinmiyor
N11 41 Bilinmiyor
N12 37 Bilinmiyor
N13 37 HPV -
N14 37 Bilinmiyor
N15 37 Bilinmiyor
N16 31 HPV+
N17 55 HPV-
N18 38 Bilinmiyor
N19 33 Bilinmiyor
N20 37 HPV-
N21 39 Bilinmiyor
N22 72 HPV-
LSIL Ornekleri
Ornek No. Yas HPV Statiisii
L1 42 HPV+
L2 28 HPV+
L3 35 HPV56
L4 37 HPV16
L5 24 Bilinmiyor
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L6 40 Bilinmiyor
L7 50 Bilinmiyor
L8 45 HPV66

L9 30 HPV+

L10 36 HPV+

L11 23 HPV+

L12 48 HPV52
L13 36 Bilinmiyor
L14 41 HPV+

L15 30 HPV+

L16 45 HPV+

L17 36 HPV+

L18 36 HPV62
L19 41 HPV+

L20 30 HPV+
HSIL Ornekleri

Ornek No. Yas HPV Statiisii
H1 32 HPV+

H2 37 Bilinmiyor
H3 32 HPV16, HPV31
H4 34 Bilinmiyor
HS5 42 HPV+

H6 53 HPV16, HPV68
H7 59 HPV16

H8 36 HPV31

H9 35 HPV16
H10 50 Bilinmiyor
H11l 30 HPV+

H12 31 Bilinmiyor
H13 43 HPV+

H14 42 Bilinmiyor
H15 33 HPV16, HPV33
H16 29 HPV16,HPV56,HPV59
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H17 38 HPV16
H18 47 Bilinmiyor
H19 44 HPV+
H20 62 Bilinmiyor
H21 39 HPV+
H22 32 HPV-
SCC ornekleri

Ornek No. Yas HPV Statusi
S1 41 Bilinmiyor
S2 59 Bilinmiyor
S3 71 Bilinmiyor
S4 56 Bilinmiyor
S5 54 Bilinmiyor
S6 41 Bilinmiyor
S7 58 Bilinmiyor
S8 32 Bilinmiyor
S9 44 Bilinmiyor
S10 37 Bilinmiyor
S11 37 Bilinmiyor
S12 70 Bilinmiyor
S13 66 Bilinmiyor
S14 53 Bilinmiyor
S15 57 Bilinmiyor
S16 58 Bilinmiyor
S17 67 Bilinmiyor
S18 44 Bilinmiyor

4.1.3. RNA IZOLASYON KITLERI, CDNA SENTEZ REAKSiYONU KIiTLERI,
QRT-PCR KITLERI VE CIHAZLAR

Swvi-bazli servikal sitoloji 6rneklerinden RNA izolasyonu i¢in miRNeasy Mini Kit (Qiagen,
217004) kullantlmustir.

FFPE orneklerinden RNA izolasyonu i¢in RNeasy FFPE Kit (Qiagen, 73504) kullanilmustir.
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miRNA’lardan cDNA sentezi i¢cin miScript II RT Kit (Qiagen, 218161) kullanilmagtir.

mRNA’lardan cDNA sentezi i¢in Transcriptor High Fidelity (Roche, 5081963001) Kiti

kullanilmuistir.

mIRNA deneylerinin gRT-PCR reaksiyonu igin miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen,
218073) kullanilmustir.

MRNA deneylerinin qRT-PZ reaksiyonu igin Fast Start SYBR Green Master (Roche,
12032937001) kiti kullanilmistir.

4.1.4. PRIMERLER
4.1.4.1. miRNA Primerleri

gRT-PCR analizlerinde kullanilan miRNA primerleri Cizelge 4.4.’de verilmistir. qRT-PCR
deneyleri “Lightcycler 480 (Roche)” cihazinda gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.4. qRT-PCR’de kullanilan miRNA primerlerinin isimleri, MIMAT numarasi,

Qiagen tiriin adi bilgileri ve genomik dizisi

MiRNA MIMAT No. Qiagen Uriin Ad1 Dizi

hsa-miR-191 | MIMAT0000440 | S-MIR-191_1 - miSeript| 5.~ A A cGGAAUCCCAAAAGCAGCUG
Primer Assay

Hs miR-23a_2 miScript
Primer Assay

RNU6 H;_RN U6-2_11 miScript |
Primer Assay

Hs miR-25 1  miScript
Primer Assay
Hs let-7i 1 miScript
Primer Assay
Hs miR-26a 2 miScript
Primer Assay
Hs_miR-2%9a_1 miScript
Primer Assay
Hs_let_Yd_l miScript 5’AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU
Primer Assay

hsa-miR-23a | MIMAT0000078 5'’AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC

hsa-miR-25 | MIMAT0000081 5'CAUUGCACUUGUCUCGGUCUGA

hsa-let-7i MIMATO0000415 5'UGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUU

hsa-miR-26a | MIMAT0000082 5'UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU

hsa-miR-29a | MIMAT0000086 5'UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA

hsa-let-7d MIMATO0000065
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4.1.4.2. mRNA Primerleri

Klasik ve gRT-PCR analizlerinde kullanilan miRNA hedeflerine ait primerler Primer3 (73)
programu ile tasarlanmis, biyoinformatik dogrulamalart UCSC In-Silico PCR internet aract
kullanilarak yapilmistir. Primerlere ait Tm dereceleri, GC yizdesi, Uriin boyu ve sekans
bilgileri Cizelge 4.5.°de listelenmistir. QRT-PCR deneyleri “Lightcycler 480 (Roche)”

cihazinda gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.5. Klasik ve gRT-PCR’de kullanilan mRNA primerlerine ait bilgiler

Uzunluk Tm Uriin
0 " "
No. |Gen F/IR (Baz) Q) GC % Boyu Sekans 5'>3
F 20 59.98 45 TTATTGCTGGAGCTGCCTTT
! CENA2 R 20 59.83 60 224 CTCTGGTGGGTTGAGGAGAG
5 KUE4 = 20 59.86 55 170 ACCCACACAGGTGAGAAACC
R 20 60.00 55 ATGTGTAAGGCGAGGTGGTC
3 CDC6 F 20 60.15 50 239 AGTTTGTTCAGGGGCTTGTG
R 20 59.99 50 CGAGACAGCTTCCTTTTTGG
4 CA2 F 20 59.08 50 105 GCCAAGTATGACCCTTCCCT
R 20 58.56 50 TCCATCAAGTGAACCCCAGT
4 20 59.99 55 TTCCAGCTGACCCACTCTCT
! TUBBZ8 R 20 59.96 55 2 ACAGGGCCTCGTTATCAATG

4.1.5. HUCRE KULTURU MALZEMELERI VE HUCRE HATLARI

In vitro deneylerde serviks kanseri hiicre hatti olan Hela hiicreleri (ATCC® CCL2™™)
kullanilmistir. Hiicre kiiltiirtinde besi yeri olarak DMEM + L-Glutamin + %10FBS +
%1Penisilin/ Streptomisin, hiicre pasajlama islemleri sirasinda yikama i¢in 1X PBS
(Hyclone, SH30256.01), hiicrelerin kaldirilmasi i¢in Tripsin (Hyclone SH30042.01)
kullanilmustir. Transfeksiyon islemleri sirasinda DharmaFect -1 Transfection Reagent
(Dharmacon, T-2001-03), miR-25-3p inhibitor (Dharmacon, IH-300498-07-0005) ve
scrambled inhibitor kontrol miRNA (Dharmacon, IN-001005-01-05) kullanilmuistir.

4.1.6. PROTEIN iZOLASYONU

Transfeksiyon islemlerinin ardindan hiicre peletleri toplanmig ve bu peletlerden protein
izolasyonu yapilmustir. zolasyon islemi sirasinda Complete Lysis-M (Roche, 4719956001)

izolasyon kiti ve 6rneklerde bulunan protein miktarmin 6l¢iimii i¢in Coomasie Plus Bradford
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Assay (Thermo Scientific, 23209) kullanilmstir. Olgiimler Tecan plaka okuma cihazinda
yapilmustir.

4.1.7. WESTERN BLOT DENEYLERIi iCIN KULLANILAN CIiHAZLAR VE
ANTIKORLAR

Western blot deneylerinde kullanilan tampon ¢ozeltiler asagidaki gibidir.

e 5x Running Buffer: 15gr TRIS, 72gr Glycine, 5gr SDS 1 litre distile suda
¢cozilmustiir.

e Wet Transfer Buffer: 6gr TRIS, 28.8gr Glycine, 1ml %10 SDS, 200ml %20’lik
metanol karistirilarak son hacim distile su ile 1 litreye tamamlanmstir.

e 10x TBS: 12.19gr TRIS-Base, 87.76gr NaCl 1 litre distile suda ¢ozlilmiistiir ve
pH:8’e ayarlanmistir.

e 15M TRIS pH:8.8: 18.165gr TRIS-Base 100ml distile suda ¢oziinmiis ve pH:8.8’¢e

ayarlanmistir.

e 9710 APS: 0.1gr APS 1ml distile suda ¢oziilmiistiir.

e Bloklama soluisyonu: 0.5gr st tozu, 10ml x1 TBS-Tween

Goruntiileme islemleri sirasinda WesternBright Sirius HRP Detection Kit Advansta (K-
12043-D10) kullanilmigtir.

Western blot islemlerinde kullanilan antikorlar Cizelge 4.6.’da listelenmistir.

Cizelge 4.6. Western Blot islemlerinde kullanilan antikorlar

Antikor Ad Marka Katalog no Dilusyon oram
ACTB Biolegend 643802 1:1000
KLF4 St John’s Laboratory 1:1000
SNAIL Cell Signaling C15D3 1:1000
VIMENTIN Cell Signaling D21H3 1:1000
HRP-conjugated Biolegend 405306 1:5000
Anti-Mouse

HRP-conjugated Cell signaling 7074S 1:10000
Anti-Rabbit

34



4.1.8. IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMALAR ICIN KULLANILAN
CIHAZLAR, KiTLER VE ANTIKORLAR

Immunohistokimyasal (IHK) boyamalar “Omnis,Dako” otomatik boyama cihazinda
gergeklestirimistir. Boyama islemleri sirasinda primer antikor olarak KLF4 (Kruppel-like
factor 4) antikoru (Rabbit polyclonal antibody, St John’s Laboratory, STJ28723) ve
EnVision Flex (Dako, Danimarka) IHK boyama Kiti kullanilmistir. Islem asamalarinda

kullanilan kit igerigindeki reaktifler asagida listelenmistir.

e Clearify, Dako

e EDTA tampon soliisyonu, EnVFlex HRS,High pH, Dako

e Peroksidaz solusyonu, EnVFLEX Peroxidase-Blocking Reagent, Dako

e HRP solusyonu, EnV Flex/HRP solution, Dako

e Kromojen+enzim soliisyonu, EnVFlex Substrate Working Solution, Dako
o Rabbit linker, Dako

e Hematoksilen, Dako
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4.2. YONTEM
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miRNA ve mRNA veri setlerinin bulunmasina yonelik
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ANOVA bagimli-siralama tabanh meta- BRB Array Tools ile gruplar arasinda
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Pap smear ornekleri FFPE ornekleri
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Sekil 4.1. Is akis semasi
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4.2.1. PREKANSEROZ LEZYON VE KANSER DURUMUNDA DEGISEN MIiRNA
VE HEDEF GENLERIN BiYOINFORMATIK ANALIZi

4.2.1.1.Mikrodizin Calismalarimin Bulunmasina Yonelik Literatiir Arastirmasi

Biyoinformatik analizler i¢in literatiir arastirmasi kapsaminda normal, prekanserdz lezyonlar
ve invaziv kanser durumunda ifadesi degisen miRNA ve mRNA’larin belirlenebilmesi
amactyla Gene Expression Omnibus: GEO ve Array Express veri tabanlar1 kullanilarak bu

orneklere ait veriler igeren mikrodizin ¢aligmalar1 arastirilmistir (74)(75).

GEO ve Array Express veri tabanlarinda mikrodizin verisi aranirken anahtar kelime olarak
“cervical cancer”, ‘“cervical intraepithelial neoplasia”, “cervical intraepithelial lesion”,
“miRNA”, “mRNA” velveya “expression” ifadeleri kullanilmistir. Lezyon derecelerindeki
degisimlerin belirlenebilmesi amaciyla tez kapsamina dahil edilen ¢alismalarin olabildigince
tim kategorilere (normal, LSIL, HSIL ve SCC) ait veri igermesine dikkat edilmistir. Bu
caligmalarda frozen doku, FFPE ve primer doku 6rneklerinin kullanildigi ¢alismalar dahil

edilmistir.
4.2.1.2. Meta-Analiz

Gruplar arasinda farklilik gosteren miRNA’lar1 belirlemek amaciyla, ¢alismaya dahil edilen
MIRNA mikrodizin ¢aligmalarmin verileri kullanilarak daha O6nce laboratuvarimizda
gelistirilen ANOVA temelli ve siralama tabanli bir meta analiz ¢alismasi yapilmistir (76).
Bu analizde, 6rnekler oncelikle histolojik tanilarma gore gruplandirilmistir. Ardindan
MIRNA ’lar istatistiksel anlamliliklarina gore degil tiim ¢alismalardaki ortalama degerlerinin
siralamasina gore listelenmistir. Analiz sonucunda gruplar arasinda ifadesi degisen
(DE=Differentially expressed) miRNA’lar elde edilmis ve bu miRNA’lar meta-miRNA

olarak adlandrilmiglardir.
4.2.1.3. Mikrodizin Veri Analizi

Biyoinformatik analizlerin bu basamaginda, mRNA c¢alismalarina ait mikrodizin veri
analizleri (normalizasyon islemi ve istatistiksel analizler) BRB-ArrayTools programinin

4.4.1 (stable) versiyonu kullanilarak yapilmistir. Bu program “R” yazilim dilinde
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“Bioconducter” paketini kullanarak ve bir “Microsoft Excel” eklentisi olarak mikrodizin veri

analizi yapilmasina olanak saglamaktadir.

[k asamada, mikrodizin ¢calismalarmdaki verilerin ham halleri ¢alismaya alinmis ve teknik
farkliliklardan dolay1 ortaya c¢ikabilecek farkliliklar1 ortadan kaldirilarak gergek
farkliliklarin ortaya ¢ikmasini saglamak amaciyla normalizasyon islemi ger¢eklestirilmistir.
Bu islem igin verileri bir biitiin olarak kabul eden ve sayisal degerler yerine siralama
degerlerinin farkli 6rneklerdeki ortalamasmi kullanip bir say1 degeri vererek islem yapan

“Quantile normalizasyon” yontemi kullanilmistir (77).

Veriler normalize edildikten sonra 6rnekler normal, LSIL, HSIL ve SCC olarak 4 gruba
ayrilip etiketlenmis ve bu 6rneklerdeki ifade degerleri BRB-ArrayTools programimdaki sinif
karsilastirmas1 (Class Comparison) komutu ile karsilastirilmistir. Bu sekilde normal
orneklere gore diger gruplarda en az 2 kat degisim gosteren ve p<0.05 olan mRNA’lar

belirlenmis ve listelenmistir.
4.2.1.4. Meta-miRNA’lar ve Hedef mMRNA Iiliskilerinin Elde Edilmesi

MIRNA ve hedef mRNA’larin  belirlenebilmesi i¢in  asagidaki  basamaklar
gergeklestirilmistir.

1. Meta-analiz ¢aligmasi sonrasinda siralamadaki ilk 10 DE miRNA ¢alisma kapsamina
alinmistir. mirDB ve miRWalk 2.0 veri tabanlar (Sekil 4.2.) kullanilarak bu miRNA’larin
her biri icin dogrulanmis mRNA hedef listeleri elde edilmistir. Her bir veri tabani igin
mMiRNA hedefleri bir araya toplanarak tek bir ortak hedef listesi belirlenmistir.

2. BRB-ArrayTools kullanilarak ve 2 mRNA mikrodizin ¢alismasina ait verilerden normal
orneklere gore farklilik gosterdigi belirlenen mRNA’lar normal/LSIL, normal/HSIL ve
normal/SCC basliklar1 altinda birlestirilmistir. mirDB ve miRWalk veri tabanlarmdan elde
edilen miRNA hedef listeleri ile bu 3 kategoriye ait listeler karsilastirilmig ve ortak olan
mRNA’lar belirlenmistir.

3. Ortak olan mRNA’larin bu ¢aligma verilerinde LSIL, HSIL ve SCC durumlarinda normale

gore hangi yonde (artma/azalma) degisim gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.2. Meta-miRNA hedeflerinin belirlenebilmesi amaciyla kullanilan internet araglari
4.2.1.5. miRNA Hedeflerine Gore Yolak Analizi

meta-miRNA’lara ait mRNA hedeflerinin hangi sinyal yolaklarinda rol oynadigini
belirlemek ve miRNA’lar arasinda hiyerarsik kiimeleme analizlerini gerceklestirebilmek
amaciyla DIANA-mirPath tool internet araci kullanilmistir (78). Buna ek olarak hedef
genlerin 6zellikle hangi sinyal yolaklarinda zenginlestigini belirlemek amaciyla WebGestalt

(79) internet araci kullanilmustir.
4.2.1.6. TCGA Veri Analizleri

Yolak analizleri sonrasinda ileri analizler ile arastirilmasi planlanan miRNA ve
hedefledikleri mRNA'larn TCGA verilerindeki ifade degisikliklerini arastirmak amaciyla
“Xena Browser” uygulama araci kullanilmistir. Ug normal ve 306 tiimdr drnegi iceren

“TCGA Cervical Cancer (CESC)” veri seti se¢ilip ilgili miRNA’lar ve mRNA’lara ait ifade
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degerlerini igeren klasor indirilmistir. Daha sonra yapilan istatistiksel analizler ile mMiIRNA
ve mRNA'larin normal ve tiimor gruplar1 arasindaki degisimlerine ait bilgiler elde edilmistir.

Buradan elde edilen bulgular 6nceki bulgular ile karsilagtirilmistir (80).
4.2.1.7. Kimeleme Analizi

Tum biyoinformatik analizler sonucunda, bagimsiz orneklerde ifade analizi yapilmasi
planlanan miRNA hedefleri ile kontrol ¢alismasi olarak belirlenen GSE9750 numarali
mikrodizin ¢aligmasinda ait veriler kullanilarak kiimeleme analizi yapilmistir. Bu analizde
ornekler ve genler hiyearsik olarak “Average linkage” metodu ile kiimelenmistir. Analiz i¢in
BRB ArrayTools, Cluster 3.0 (81) ve kiimeleme analizi sonuncunun goriintiilenmesinde Java

TreeView (82) programlar1 kullanilmistir.

4.2.2. BIYOINFORMATIK ARACLAR ILE NORMAL, PREKANSEROZ LEZYON
VE INVAZIV KANSER DURUMUNDA DEGISTiGi ONGORULEN MIRNA VE
MRNA’LARIN SIVI-BAZLI SITOLOJi ORNEKLERi VE FFPE DOKU
ORNEKLERI KULLANILARAK DOGRULANMASI

4.2.2.1. Normal, LSIL ve HSIL Tams1 Almis Bireylere Ait Sivi-Bazh Servikal Sitoloji

Orneklerinin Secimi ve Uygulanacak Islemler I¢cin Hazirlanmas

Baskent Universitesi Patoloji bdliimiine gelen sivi-bazli servikal sitoloji drnekleri rutin
islemler geregince Papanicolau boyama yontemine gére boyanmis ve mikroskop altinda
incelenerek BETHESDA tani kriterlerine gore tani verilmistir. Normal, LSIL ve HSIL olarak
tani alan 6rneklere ait artan materyaller RNA izolasyonu islemine kadar +4°C’lik dolaplarda
saklanmustir. Ayrilan bu 6rneklerden ¢aligmaya dahil edilecek olanlar secilirken yaymalar

tekrar incelenmis ve su kurallara dikkat edilmistir:

1. Calismaya dahil edilen yaymalarda herhangi bir enfeksiyon ajanina ait bulgu
saptanmamasi

2. Normal 6rneklerin alindig1 hastalarda HPV 6ykiisii olmamas1 ve yaymalarda displazi
ya da maligniteyi disiindiirecek siipheli herhangi bir hiicre gorilmemesi

3. LSIL Kkategorisindeki orneklere ait yaymalarda daha ileri bir displazi ya da

maligniteyi diisiindiirecek siipheli herhangi bir hiicre goriillmemesi
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4. HSIL kategorisindeki orneklere ait yaymalarda daha ileri bir maligniteyi
diisiindiirecek siipheli herhangi bir huicre gorilmemesi

5. LSIL ve HSIL kategorisine ait hiicrelerin yaymada olduk¢a yaygin bulunmasi

4.2.2.2. Normal, LSIL, HSIL ve SCC Tams1 Almus Bireylere Ait FFPE Doku

Orneklerinin Secimi ve Uygulanacak islemler Ii¢in Hazirlanmasi

Baskent Universitesi Patoloji boliimiine gelen FFPE Ornekleri rutin islemler geregince
Hematoksilen&Eosin boyamasi ile boyanmis ve mikroskop altinda incelenerek tani

verilmistir.
Calismaya dahil edilme kriterleri;

e (Caligmaya katilmay1 kabul etmek

e Normal drneklere ait dokularda displazi ya da maligniteyi diisiindiirecek siipheli
herhangi bir lezyon alani goriilmemesi

e LSIL kategorisindeki drneklere ait dokularda daha ileri bir displazi ya da maligniteyi
diisiindiirecek stipheli bir lezyon alan1 goriilmemesi

e HSIL kategorisindeki érneklere ait dokularda daha ileri bir maligniteyi diisiindiirecek
stipheli bir lezyon alan1 goriilmemesi

e Lezyon igeren alanlarin koterizasyon artefakti igermemesi

e Lezyon iceren alanin en az 2mm’lik punch biyosi ignesi ile c¢ikarilabilecek
blyiklikte olmasi

e Hastalarin hamilelik durumu veya kadin genital sistemine ait herhangi bir baska

displazi ya da malignite durumu bulunmamasi

Hastane veri sisteminden displazi ve malignite kategorilerine gore liste olusturulmus ve
oncelikle hastalara ait lamlar arsivden ¢ikarilmistir. Daha sonra hastaya ait tiim lamlar ayr1
ayr1 incelenmis, normal ornekler i¢in sadece benign epitel hicreleri iceren alanlar, diger
kategoriler igin dokulardaki lezyon iceren bolgeler belirlenmis ve lam iizerinde
isaretlenmistir. Caligmaya dahil edilecek Orneklerdeki lezyon alanlarinin en az 2mm’lik
punch biyosi ignesi ile ¢ikarilabilecek biiyiikliikte olmasma ve bu bdlgelerin koterizasyon
artefakt1 icermemesine dikkat edilmistir. Ikinci asamada secilen lamlara ait parafin bloklar

arsivden ¢ikarilmis ve lam {izerinde isaretlenmis lezyon alanlarinin blok iizerinde nereye
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denk geldigi saptanmis ve ayn1 sekilde lezyonlu bdlge isaretlenmistir. Isaretlenmis alanlarin
blyikligiine uygun punch biyopsi ignesi se¢ilmis (2mm ya da Smm) ve bu igne yardimiyla
lezyonlu bolge parafin bloktan ¢ikarilmistir. Cikarilan parafinli doku bisturi yardimiyla

kiigiik pargalara ayrilmig ve etiketlenmis 2ml’lik ependorflara alinmustir.
4.2.2.3. Sivi-Bazh Sitoloji Orneklerinden RNA izolasyonu ve Miktarinin Belirlenmesi

Swvi-bazli sitoloji drnekleri Oncelikle i¢inde bulunduklar1 Thinprep soliisyonlarina ait
kaplardan etiketlenmis 15ml’lik falkon tiiplerine alinmistir. Ardindan 2000rpm’de 5dk
santrifiij islemi uygulanmis ve hiicre peleti elde edilmistir. Peletin Uzerindeki supernatan
dikkatlice dokiilmiis ve sadece peletin kalmasi saglanmistir. Daha sonra RNA izolasyonu
icin “The miRNeasy Mini Kit (QIAGEN)” kullanilmis ve kitin yonergelerine uygun bi¢imde

prosediir gergceklestirilmistir.

1. Falkonda bulunan peletlerin Gzerine 700ul Qiazol Lizis soliisyonu eklendi ve
ependorflara alind.

2. Pelet+Qiazol karisimi Sml’lik siringadan gegirilerek hiicrelerin patlatilmasi saglanda.

3. Uzerine 140ul Chloroform eklendi ve hizlica calkalandi. 2-3 dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra 15 dk +4°C’de 12000x g de santrifiij yapildi.

4. Fazlara ayrilmig 6rnegin en iistiindeki berrak faz yeni ependorfa alindi ve iizerine
520ul etanol eklendi.

5. 700ul etanol+06rnek karigimi kolona yiiklendi. Quick spin’de 15sn ¢evrildi. Kolonun
altinda toplanan atik kisim atildi. Kalan 6rnekler bitinceye kadar bu islem tekrar
edildi.

6. Kolonun iizerine 700pul RWT soliisyonu eklendi ve 15sn Quick spin’de santrifiij
yapildi. Altta toplanan atik s1v1 atildi.

7. Kolonun tizerine 500ul RPE soliisyonu eklendi ve 15sn Quick spin’de santrifiij
yapildi. Altta toplanan atik s1v1 atildi.

8. Bir 6nceki basamak tekrar edildi ve kolonun Gzerine 500ul RPE soliisyonu eklendi
ve 15sn Quick spin’de santrifiij yapildi. Altta toplanan atik sivi atildi.

9. Kolonlar bos olarak 9000xg’de santrifiij edilerek kalan tiim atik soliisyonlarin

uzaklagtirilmasi saglandi.
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10.

11.

12.

13.

Kolon yeni bir ependorfa aktarildi. Uzerine 40ul RNase-free su eklendi. 1 dakika
10000xg’de santrifiij yapild.

Kolonun altinda kalan suda ¢oziinmiis RNA’larin konsantrasyonu ve safligi
NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific) spektrofotometre ile 6l¢iildii.

Kolon 2.kez tekrar 40 ul su ile yikandi ve elde edilen RNA’nin konsantrasyonu ve
safligt NanoDrop™ 1000 ile 6l¢iildii ve 2.elusyon olarak kaydedildi.

RNA ornekleri -80°C’lik dolaba kaldirildi.

4.2.2.4. FFPE Doku Orneklerinden RNA izolasyonu ve Miktarimin Belirlenmesi

Daha once sonraki igslemler i¢cin hazirlanmis olan FFPE dokulardan RNA izolasyonu i¢in

“The RNeasy FFPE Kit (QIAGEN)” kiti kullanilmistir. Kit yonergesine uygun olarak

yapilan denemeler sonucunda elde edilen RNA miktar ve kalitesinin uygun olmadigi

saptanmig yeni yapilan protokol denemeleri sonucunda optimal yonerge belirlenmistir.

10.

11.

Icerisinde FFPE doku 6rnegi bulunan 2ml’lik ependorflarin igine 500ul ksilen
eklendi. 58°C’ye ayarlanmus 1s1 bloguna koyuldu ve 15dk inkiibe edildi.

Isinan doku vorteks ile karistirildiktan sonra 30sn Quick spin’de santrifiij yapildi.
Uzerine 500pl etanol eklendi. Vorteks ile karistirildiktan sonra 30sn Quick spin’de
santrifiij yapildi. Peletin iizerinde kalan ksilen-etanol karisim1 dokiildii.

Peletin iizerine 1ml etanol eklendi. Vorteks yapildi.

13500rpm’de 5dk santrifiij yapildi.

Peletin lizerinde kalan alkol dokiildii. Tiiplerin agizlar1 agilarak kalan alkoliin ugmasi
beklendi.

Peletin Gizerine 200l PKD tamponu eklendi. Vorteks ile karistirildiktan sonra 10000
rpm’de 2dk santrifiij yapildi.

Peletin tam tlizerine denk gelecek sekilde 10ul Proteinaz K eklendi. Al-ver islemi ile
karigtirma yapildi.

56°C’de 1saat ve ardindan 80°C’de 15dk inkiibe edildi. Inkiibasyonlar sirasinda her
10dk’da bir vorteks ile karigtirma iglemi yapildi.

Inkiibasyonun ardindan tiipiin en {istiinde kalan seffaf kisim 1.5ml’lik yeni tlpe
alind1 ve buz tlizerinde 3dk bekletildi.

13500rpm’de 5dk santrifiij yapildi. Supernatan yeni 1.5ml’lik tiipe alind1.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Supernatanin {istiine 20l DNase Booster tamponu ve 10ul DNase I stok soliisyonu
eklendi. Karisim pipetaj yapilarak karistirildi. 15dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
Karigima 400pu1 RBC tamponu eklendi ve karistirildi.

Uzerine 1500ul etanol eklendi. Pipetaj yaparak karistirildi.

700ul ornek karisimi kolondan gecirildi. 30sn Quick spin’de santriflij yapildi.
Kolonun altinda toplanan siv1 atild1. Ornek bitene kadar bu islem tekrar edildi.
500ul RPE tamponu kolona eklendi. 30sn Quick spin’de santrifiij yapildi. Kolonun
altinda toplanan siv1 atild1.

500ul RPE tamponu kolona eklendi. 30sn Quick spin’de santrifiij yapildi. Kolonun
altinda toplanan siv1 atildi.

Kolon yeni bir toplama tiipiine alindi. Kolonun agz1 a¢ik birakilarak 5dk 1500rpm’de
santrifiij yapildi.

Kolonun altna yeni 1.5ml’lik ependorf koyuldu ve iizerine 22pul RNase free su
eklendi. 15000rpm’de 1dk santifiij yapildi.

Kolonun altinda kalan suda ¢6ziinmiis RNA’larm konsantrasyonu ve safligi
NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific) spektrofotometre ile dlcildi.

RNA ornekleri -80°C’lik dolaba kaldirilds.

4.2.2.5. Sivi-Bazh Sitoloji Ornekleri ve FFPE Doku Orneklerine Ait RNA’lar ile Mirna

Cahsmalan icin cDNA Sentezi

RNA izolasyonu sonrasinda elde edilen total RNA’dan miRNA’lara ait cDNA sentezi i¢in

miScript II RT Kit (Qiagen, 218161) kullamilmistir. Kit igerigindeki “Universal Tag”

kullanilarak miRNA’larin 3’ uglarma Poly A kuyrugu igeren bir dizi takildi ve PZR islemi

icin uygun uzunluga getirildi. cDNA sentezinde her 6rnege ait total RNA’dan hem sitoloji

ornekleri icin hem de FFPE doku ornekleri icin 300ng’a esit olacak miktarda RNA

kullanilmis ve islemlere bu sekilde devam edilmistir. cDNA sentezinde asagidaki prosediir

uygulanmustir.

1.

Her 6rnekten 300ng RNA igerecek sekilde RNA kullanild: ve Uzerine RNase-free su

eklenerek 12ul’ye tamamlandi.
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2. Her 6rnek igin 4pl 5xmiScript HiSpec Buffer, 2ul 10xmiScript Nucleic Mix ve 2pl
miScript Reverse Transciptase Mix kullanilarak 6rnek sayismna gore reaksiyon
karigimi1 hazirlandi.

3. Ornek+su karigimina 8pl reaksiyon karisimi eklendi ve 20pl toplam hacim elde
edildi.

4. Ormnek iceren karisimlar once 60 dakika 37°C’de inkiibe edildi daha sonra da
reaksiyonu durdurmak amaciyla 95°C°de 5 dakika bekletildi.

5. Sentezlenen cDNA’lar bir sonraki isleme kadar -20°C’lik dolaba kaldirildi.

4.2.2.6. Stvi-Bazh Sitoloji Ornekleri ve Ffpe Doku Orneklerine Ait RNA’lar ile mMRNA
Calismalan icin cDNA Sentezi

RNA izolasyonu sonrasinda elde edilen total RNA’dan mRNA’lara ait cDNA sentezi igin
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Germany) kullanilmistir. Daha 6nce
yapilan deneme deneyleri sonucunda hem sitoloji 6rneklerine hem de FFPE doku
orneklerine ait RNA’larin oldukc¢a fragmente oldugu saptandigi icin cDNA sentezi sirasinda
Random Hexamer Primer kullanilarak islem yapilmistir. cDNA sentezi sirasinda sitoloji
ornekleri icin total RNA’dan 300ng’a, FFPE doku oOrneklerinden 500ng’a esit olacak
miktarda RNA kullanilmis ve islemlere bu sekilde devam edilmistir. cDNA sentezinde

asagidaki prosediir uygulanmastir.

1. Sitoloji 6rneklerinin her birinden 300ng, FFPE 6rneklerinin her birinden 500ng’a esit
olacak miktarda RNA kullanildi ve iizerine RNase-free su eklenerek 9.4ul’ye
tamamlanda.

2. Ornek+su karisimma Random Hexamer primer eklenerek karisim 65°C’de 10 dakika
inklbe edildi. Bu sayede RNA’larin sekonder yapilarinin agilmasi sagland.

3. Her o6rnek icin 4ul 5xTranscriptor High Fidelity Reverse Transcriptase Reaction
Buffer, 0.5ul Protector RNase Inhibitor (40 U/ml), 2ul Deoxynucleotide Mix
(10mM), 1ul DTT ve 1.1ul Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase
kullanilarak 6rnek sayisia gore reaksiyon karigimi hazirlandu.

4. Ornek+su+Random Hexamer primer karisimma 8.6l reaksiyon karisimi eklendi ve

20ul toplam hacim elde edildi.
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5. Ornek iceren karisimlar 6nce 10 dakika 29°C’de daha sonra 60 dakika 48°C’de
inkiibe edildi. Reaksiyonu durdurmak amaciyla 85°C’de 5 dakika bekletildi.
6. Sentezlenen cDNA’lar bir sonraki isleme kadar -20°C’lik dolaba kaldirildi.

4.2.2.7. Sitoloji ve FFPE Orneklerine Ait mMRNA’lar Klasik PZR Yo6ntemi ile Kontroli

Sitoloji 6rnekleri icin normal, LSIL ve HSIL, FFPE oOrnekleri igin normal, LSIL, HSIL ve
SCC kategorilerine ait mRNA ¢aligsmalar1 i¢in sentezlenen cDNA’lar GAPDH primeri
kullanilarak klasik PZR yontemi ile kontrol edildi. PCR deneylerinde her 6rnek icin
asagidaki reaktifler ve miktarlar kullanilmistir (Cizelge 4.7.).

Cizelge 4.7. Klasik PZR yonteminde kullanilan reaktifler ve miktarlari

Reaktif Hacim (pL) / Reaksiyon
10X Buffer 25
MgCl. 15
dNTP 0.5
Taq Polimeraz 0.2
H-20 15.3
FP 1.0
RP 1.0
cDNA 3.0
Toplam 25.0

4.2.2.8. Sitoloji ve FFPE Orneklerinde miRNA Ifadelerinin gRT-PCR Yontemi ile

Dogrulanmasi

Sitoloji ve FFPE orneklerine ait cDNA’lar ile miScript SYBR Green PCR kit ve Cizelge
4.4.°de yer alan pirmerler kullanilarak Cizelge 4.8.’deki miktarlara uygun sekilde qRT-PCR

deneyleri gergeklestirilmistir.
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Cizelge 4.8. gRT-PCR yonteminde kullanilan reaktifler ve miktarlar1

Reaktif Hacim (pL) / Reaksiyon
SYBR Green Mix 5.0
10X UP 1.0
10X Primer Assay 1.0
H20 2.0
cDNA (5 ng/pL) 1.0
Toplam 10.0

4.2.2.9. Sitoloji Orneklerinde mRNA Ifadelerinin qRT-PCR Yo6ntemi ile Dogrulanmasi

Sitoloji drneklerine ait cDNA’lar ile Fast Start SYBR Green (Roche) kit ve Cizelge 4.5.’de
yer alan primerler kullanilarak Cizelge 4.9.’daki miktarlara uygun olarak qRT-PCR

deneyleri gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.9. gRT-PCR yonteminde kullanilan reaktif ve miktarlari

Reaktif Hacim (uL) / Reaksiyon
SYBR Green Mix 5.0
FP 0.4
RP 0.4
H20 3.2
cDNA (10 ng/uL) 1.0
Toplam 10.0

4.2.2.10. KLF4 Protein Diizeyinin FFPE Doku Orneklerinde Immunohistokimyasal

Boyama Yontemi ile Degerlendirilmesi

KLF4 ifadesinin normal, prekanserdz lezyonlar ve invaziv kanser durumundaki degigimini
incelemek amaciyla daha 6nce qRT-PCR analizleri i¢in kullanilan 17 normal, 13 LSIL, 12
HSIL ve 18 SCC olgusuna ait FFPE dokulara immunohistokimya yontemi uygulanmaigtir.
Ik asamada parafin bloklardan adezivli lamlara 5um kalinhgmda kesitler almmustur.
Boyama islemi otomatik immunohistokimya boyamasi yapan “OMNIS (Dako, Danimarka)”

cihazinda gerceklestirilmistir. Hazirlanan kesitler 1 saat 60°C’lik etiivde bekletilerek
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parafinin erimesi sagland1. Deparafinizasyon islemi icin camlara makinede 25°C’de 1 dakika
“Clearify” soliisyonu uygulanmistir. Dokularda bulunan antijenlerin agiga ¢ikarilabilmesi
icin 30 dakika 97°C’de EDTA tamponunda inkiibasyon yapilmistir. Yikama isleminin
ardindan dokulara 30 dakika KLF4 antikoru 1:200 konsantrasyonda uygulanmistir.
Boyanma kuvvetini arttirmak amaciyla dokular 20 dakika “Rabbit linker” ile inkiibe
edilmistir. Ozgiil olmayan zemin boyanmasmin dnlenmesi icin dokulara 3 dakika peroksit
blokaj yapilmistir. Yikama igleminin ardindan dokulara HRP soliisyonu uygulanarak 20
dakika inkibe edilmistir. Kesitlere enzim substrati ve kromojen iceren ¢alisma soliisyonu
damlatilarak 5 dakika bekletilmistir. Son basamakta S5dk hematoksilen uygulamasi

yapilmistir. Dokular alkol ve ksilen serilerinden gecirilerek entellan ile kapatilmistir.

KLF4 ifadesinin normal, prekanserdz lezyonlar ve invaziv kanser durumlarindaki ifade
degisimi arastirilirken, skuamoz epitel tabakasindaki KLF4 boyanma yuzdesi

degerlendirilmistir.
4.2.3. HUCRE KULTURU DENEYLERI iLE DOGRULAMA CALISMALARI

Biyoinformatik analizler ve bagimsiz 6rnekler ile yapilan gRT-PCR deneyleri sonucunda
one ¢ikan miR-25’in servikal kanser itizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla in-vitro
deneyler gergeklestirilmistir. Bu deneylerde serviks kanseri hiicre hatt1 olan HeLa hicreleri
kullanilmistir.  Mir-25’in  serviks kanseri gelisiminde proliferasyon ve motilite gibi

biyololojik stireclerdeki etkisinin arastirilmasinda asagidaki yontemler kullanilmistir.
4.2.3.1. Hicre Kultiirii Sisteminin Kurulmas: ve Devam Ettirilmesi

HeLa hiicreleri DMEM besiyeri kullanilarak, 37 °C ve %5 COy iceren inkiibatérde kulttr
edilmistir. Hiicreler T-25 ve T-75 flasklarda devam ettirilmistir. Belirli araliklarda
flasklardaki hiicre yogunlugu takip edilmis ve doluluk orani yaklasik %80 oldugunda
hiicreler tripsin enzimi yardimiyla flask zemininden kaldirilarak pasajlanmistir. Uzun siire
saklanacak olan hicreler kriyovialler i¢cinde, %90 FBS ve %10 DMSO iceren dondurma

karigimina koyularak sivi nitrojene koyulmustur.
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4.2.3.2. Transfeksiyon

Serviks kanseri olusum ve gelisim siirecinde onkojenik rol oynadig: belirlenen miR-25’in
proliferasyon, invazyon ve motilite Ustindeki etkisini arastirmak amaciyla oncelikle Hela
hicrelerine hsa-miR-25-hairpin inhibitdr ve kontrol amaciyla inhibitor negatif kontrol (scr)
uygulanarak bu miRNA’nin inhibisyonu saglanmistir. Transfeksiyon i¢in uygulanan

prosediir asagidaki gibidir.

1. Her kuyu igin; 8ul inhibitor ile 38ul FBS ve antibiyotik icermeyen DMEM mediumu
karistirilarak 5dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

2. Her kuyu igin; 1.6 pl DharmaFect -1 Transfection Reagent ve 39.6ul FBS ve
antibiyotik icermeyen DMEM karistirilarak 5dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

3. Hazirlanan inhibitor i¢eren karisim ile transfeksiyon reaktifi iceren karisim her kuyu

icin hesaplanan miktarlara gore karistirilarak 20dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

4. Baska bir tiipiin i¢inde her kuyucuk i¢in 360l antibiyotik icermeyen medium+%210
FBS hesaplanarak karistirildi.

5. Inhibitdr+ transfeksiyon reaktifi i¢eren karigimlar ile antibiyotik icermeyen %10

FBS eklenmis karisim karistirildi.
6. Her kuyuya 400l karisim eklenerek hiicreler inkiibasyona birakildi.
4.2.3.3. Hucre Proliferasyonunun Arastirilmasi

MiR-25’in proliferasyon iizerindeki etkisinin arastiritlmasi amaciyla hucreler tripsinlenip
kaldirilarak hiicre sayimi yapilmistir. 6 kuyulu plakalar kullanilarak, hiicreler her kuyuda
150.000 adet olacak sekilde sayilarak ekim islemi gerceklestirilmistir. Her uygulama icin 2
biyolojik tekrar ile c¢aligilmistir. Ekim isleminden 24 saat sonra 2 kuyuya sadece
transfeksiyon reaktifi, 2 kuyuya inhibitér negatif kontrollii ve 2 kuyuya da inhibitor
uygulamasi ile transfeksiyon yapilmistir. Hiicrelerin biiylime hiz1 “xCELLigence real-time

cell analyzer” cihazi ile izlenmigtir.
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4.2.3.4. Hucrelerin Motilitelerinin Belirlenmesi

MiR-25’in hicrelerin motilitesi izerindeki etkisinin arastirilmasi amaciyla “Wound Healing
Assay (WHA)” yapilmistir. Bu yontemde kuyudaki hiicrelerin arasinda bir “gizik”
olusturularak, hiicrelerin in vitro kosullarda hiicre gogiiyle bu boslugu kapatip-kapatamadigi

izlenmistir.

Deneyin ilk agsamasinda hiicre sayimi1 yapilarak her kuyuda 200.000 hiicre olacak sekilde 6
kutucuklu plakalara ekim iglemi yapilmis ve 24 saat sonra miR-25 inhibit0r ve inhibitor
kontrol ile transfeksiyon gerceklestirilmistir. Transfeksiyonun ardindan hiicre katmanimin
ortasinda 20ul’lik pipet ucu ile ¢izik olusturulmustur. Bu islemlerin ardindan baslangictan
itibaren 24 saat boyunca “xCELLigence real-time cell analyzer” cihazi ile hiicrelerin

hareketi izlenmistir. Elde edilen goriintiiler “Image J” programinda analiz edilmistir.
4.2.4. PROTEIN IZOLASYONU

Hela hucreleri 6 kuyulu plakalara ekildikten ve miR-25 inhibitoru ile transfeksiyon islemleri
gerceklestirildikten sonra 72 saat beklenerek hiicreler toplanmistir. PBS+hiicre karigimi
2000g’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicre peleti dibe ¢oktiiriilmiistiir. Siipernatan
bosaltilarak peletin {lizerine 50ul Lysis Buffer eklenerek, shaker’mn tzerinde 5dk
karistirilmistir. Daha sonra 14000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapilmistir. I¢inde proteinleri
bulunduran siipernatan temiz bir tiipe alinmistir. 96 kuyulu plakada kuyulara 2.5ul 6rnek
koyulmus ve tizerlerine 197,5ul Coomasie Plus Bradford Assay ecklenmistir. Protein
olcimleri Tecan (marka, llke) cihazinda yapilmistir. Orneklerdeki protein miktarini
hesaplamak igin degisen konsantrasyonlardaki BSA ile standart egri ¢izilmistir. Orneklerde

bulunan protein miktar1 Cizelge 4.10.’daki gibidir.
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Cizelge 4.10.Transfeksiyon yapilan hiicrelerden elde edilen protein miktarlari

Ornek Adi Protein Miktar (ng/pl)
Hela_Control_1 2711.83
Hela_Control_2 2550.83
Hela_Control_3 2537.17
Hela scr 1 1194.33
Hela_scr_2 1119.99
Hela scr 3 1096.17
Hela scr 4 2181
Hela scr 5 2078.33
Hela_miR-25 1 (Inhibitér) 1128.50
Hela_miR-25 2 (Inhibitér) 1218.49
Hela_miR-25 3 (Inhibitér) 1562.67
Hela_miR-25 4 (Inhibitdr) 1408.67

4.2.5. WESTERN BLOT DENEYLERI

Protein izolasyonundan sonra her 6rnek i¢in 15000ng olacak sekilde hesaplamalar yapilmis
ve protein 6rnekleri x2 protein sample loading buffer ile 1:1 oraninda karistirilarak 95 °C’de
10 dakika inkiibe edilmistir. Calisilacak proteinin agirhigma (kDa) goére SDS page islemleri
sirasinda kullanilacak resolving jel %’si se¢ilmis ve buna gore jel hazirlanmistir. %12’lik
resolving jel Cizelge 4.11. ve stacking jel Cizelge 4.12.’de gosterilen malzeme ve miktarlar
kullanilarak hazirlanmistir. Jeller hazirlanircken TEMED en son asamada eklenmistir.
Resolving jel dokiildiikten sonra iizerleri hava ile temasim kesilebilmesi i¢in %100’ lik etanol
ile kaplanmistir. Polimerlesme gergeklestikten sonra jelin {izerindeki etanol distile su ile
yikanarak uzaklastirilmis, stacking jel koyulmadan once fazla su kurutma kagidi ile
toplanmistir. Uzerine stacking jel dokiilmils ve taragin yoniine dikkat edilerek igine
yerlestirilmistir. Polimerlesme tamamlandiginda kuyulara dikkat edilecek taraklar
cekilmistir. Jel yiiriitme tankina yerlestirilir ve tank running buffer ile doldurulmustur.
Kuyular enjektdr yardimryla tampon soliisyonu ile dikkatlice yikanmistir. Ornekler kuyulara
yiiklenmis Ve yiiriime protein ladder yardimiyla takip edilmistir. Ornekler stacking jeli
gecene kadar 80V’da daha sonra 100V da yiiriitiilmiistiir.
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Cizelge 4.11 .Resolving jel malzemeleri ve kullanim miktarlari

%12’lik resolving jel | Jel miktar: (ml)
malzemeleri 10ml
ddHz20 (ml) 3.3

%30 Ac/BisAc (ml) 4

1.5M Tris (pH=8.8) (ml) 2.5

%10 SDS (ul) 100

%10 APS (ul) 100
TEMED (ul) 4

Cizelge 4.12. Stacking jel malzemeleri ve kullanim miktarlar

%5’lik  stacking  jel | Jel miktari (ml)
malzemeleri 5ml
ddH20 (ml) 3.4

%30 Ac/BisAc (ml) 0.83

1.5M Tris (pH=6.8) (ml) 0.63

%10 SDS (ul) 50

%10 APS (ul) 50
TEMED (ul) 5

Transfer asamasi i¢in polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane jelin boyutuna gore
kesilmistir ve aktiflesmesi i¢in metanole koyulmustur. Daha sonra sirayla distile su ve
transfer buffer’a alinmis, kurutma kagitlar1 ve siingerler transfer bufferda islatilmistir.
Yiiriitme tankindan jel ¢ikarilmis ve stacking jel kismi kesilerek atilmustir. Transfer yoniine
dikkat edilerek siinger, jel, membran ve kurutma kagitlar1 yerlestirilmistir. Transfer islemi
soguk odada 70V’da 90dk’da gergeklestirilmistir. Transfer bittikten sonra membran blokaj
islemi i¢in %5°lik siit tozu soliisyonunda 1 saat oda sicakliginda, ¢alkalayicinin {izerinde
bekletilmistir. TBS-T ile yikama isleminin ardindan primer antikor ile inkiibasyon iglemi
ACTB boyamasi i¢in 1 saat oda sicakliginda, diger antikorlar i¢in gece boyunca soguk odada
calkalayicinin iizerinde gergeklestirilmistir. Yikama isleminin ardindan primer antikora
uygun olarak se¢ilmis sekonder antikor membranin iizerine koyulmus ve 1 saat karanlik
ortamda oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Tekrar yikama islemi uygulanmis ve HRP
goruntileme kiti kullanilarak LI-COR cihazi ile goriintiileme yapilmistir. Proteinlere ait jel

goruntileri “Image J” programinda analiz edilmistir.
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4.2.6. ISTATISTIKSEL ANALIiZLER

Calismada meta-analiz ¢aligmasi algoritmasinda iki ya da daha fazla gruba ait ortalamalar
arsindaki farkin istatistiksel anlamliligin1  belirlemek amaciyla ANOVA analizi
kullanilmistir. qRT-PCR analizleri sonucunda normal, LSIL, HSIL ve SCC gruplarma ait
mIRNA ve mRNA ifade verilerinin karsilagtirilmasinda, verilerin normal dagilim gosterip
gOstermemesine gore uygun post hoc testi secilerek ANOVA ya da Kruskal Wallis analizleri
yapilmistir. p <0.05 anlaml1 olarak kabul edilmistir. Diger tiim istatistiksel analizlerde iki
grubun karsilagtirilmasinda 6rneklerin dagilimima gore t-test ya da Mann Whitney U
yontemi, ¢oklu gruplarin karsilastirilmasida ise ANOVA ya da Kruskal Wallis analizleri

yapilmistir. p <0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. BIYOINFORMATIK ANALIZLER SONUCUNDA ELDE EDIiLEN BULGULAR
5.1.1. META-ANALIZ SONUCUNDA ELDE EDIiLEN MiRNA LiSTESI

Laboratuvarimizda daha 6nceki ¢alismalar ile gelistirilmis olan ANOVA temelli ve siralama
tabanli meta-analiz algoritmasi ile gruplar arasinda ifade farkliligi gosteren 70 adet miRNA
belirlenmis ve bu miRNA’lara ait liste Cizelge 5.1.’de verilmistir (76). Bu listedeki ilk 10
MIiRNA ¢alismaya dahil edilmis ve ileri analizlere bu miRNA’lar ile devam edilmistir.

Cizelge 5.1. Meta-analiz ile gruplar arasinda ifade farkliligi gosterdigi belirlenen

miRNA’larin listesi

Siralamalari | P degeri Siralamalari | P degeri
mMiRNA n Ortalamas mMiRNA n Ortalamas
Ortalamasi i Ortalamasi i
hsa-miR-200a* 335 0.013 hsa-miR-148b 139 0.226
hsa-let-7i 36.5 0.039 hsa-miR-485-3p 142 0.322
hsa-miR-145 46 0.037 hsa-miR-181a 143 0.218
hsa-miR-150 53 0.036 hsa-miR-24 146 0.235
hsa-miR-29a 58.5 0.079 hsa-miR-15a 147.5 0.262
hsa-miR-204 59 0.069 hsa-miR-424 151 0.392
hsa-miR-25 59.5 0.087 hsa-miR-135b 152 0.308
hsa-miR-143 60.5 0.054 hsa-let-7¢g 153 0.246
hsa-miR-26a 68 0.089 hsa-miR-660 162.5 0.331
hsa-let-7d 78 0.0812 hsa-miR-151 164 0.319
hsa-miR-15b 80.5 0.085 hsa-miR-195 165.5 0.354
hsa-miR-125b 81 0.138 hsa-miR-29c 167 0.362
hsa-miR-148a 82 0.129 hsa-miR-196b 169.5 0.616
hsa-miR-103 96 0.106 hsa-miR-27b 170.5 0.319
hsa-miR-324-3p 98 0.329 hsa-miR-602 172 0.295
hsa-miR-199a* 101.5 0.148 hsa-miR-19b 175 0.411
hsa-miR-494 102.5 0.199 hsa-miR-381 178 0.386
hsa-miR-609 104 0.205 hsa-miR-370 180.5 0.461
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hsa-miR-214 110 0.259 hsa-miR-221 182 0.359
hsa-miR-185 112.5 0.186 hsa-miR-141 183.5 0.356
hsa-miR-20a 112.5 0.146 hsa-miR-20b 184.5 0.361
hsa-miR-340 112.5 0.183 hsa-miR-363 188 0.407
hsa-miR-26b 113 0.136 hsa-miR-564 188.5 0.378
hsa-miR-765 113.5 0.356 hsa-miR-31 201 0.419
hsa-miR-100 116.5 0.161 hsa-miR-200b 206 0.586
hsa-miR-30b 117 0.151 hsa-miR-30c 207 0.448
hsa-miR-181b 120 0.214 hsa-miR-346 207.5 0.455
hsa-miR-27a 126 0.224 hsa-miR-155 213 0.467
hsa-miR-130a 127.5 0.203 hsa-miR-365 214.5 0.475
hsa-miR-222 134.5 0.226 hsa-miR-182 216 0.536
hsa-miR-451 135 0.198 hsa-miR-186 225.5 0.499
hsa-miR-647 135.5 0.231 hsa-miR-18a* 228 0.582
hsa-miR-769-5p 137 0.216 hsa-miR-504 229 0.627
hsa-miR-106a 138 0.217 hsa-miR-126 234 0.549
hsa-miR-101 139 0.227 hsa-miR-324-5p 241 0.596

5.1.2. GRUPLAR ARASINDA iFADESi DEGISEN MRNA’LARIN BELIRLENMESI

Iki mRNA mikrodizin verisi ile BRB ArrayTools kullanilarak yapilan mRNA analizinde
LSIL, HSIL ve SCC gruplarindaki mRNA ifadeleri normal 6rnekler ile karsilastirilmistir.
Analiz sirasinda 2 kat ve lizerinde ifade farkliligi gosteren ve p <0.05 olacak sekilde DE
mRNA listeleri olusturulmustur. Bu analizler sonucunda normal-LSIL, normal-HSIL ve
normal-SCC gruplar1 karsilastirilarak elde edilen DE mRNA listeleri kesistirilerek tek bir
ortak DE mRNA listesi olusturulmustur. Toplamda normal gruba gore ifade farklilig:
goOsteren 148 adet mRNA belirlenmistir. Bu mRNA’lara ait liste Cizelge 5.2.’de verilmistir.
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Cizelge 5.2. Gruplar arasinda ifadesi degisen mRNA listesi

Normal-LSIL, Normal-HSIL, Normal-SCC ortak DE listesi

ABI3BP CYR61 HMMR RADS51AP1
ADAMTS1 DDIT4 HOXB6 RAD54B
ALOX12 DHFR HS6ST?2 RFC3
ALOX12B DLGAP5S HSPB8 RGS1
ANKRD36BP2 DMBT1 ID4 RPTN
APOBEC3B DNASEI1L3 IF144 SCGB1D2
AREG DONSON IF144L SCGB2A1
ATP6V1C2 DSG2 IL1IR1 SERPINB2
AURKA DTL IL1R2 SH3GL3
BUBL1 DUSP1 IVL SHCBP1
Cl40rf132 ECT2 JUN SLC16A3
CA2 EGR1 KCNJ15 SLC27A6
CALML3 EGR3 KIAA0101 SLURP1
CCNAZ2 EMP1 KIF4A SMC2
CCNB1 EMX2 KLF2 SMC4
CCNL1 EPCAM KLF4 SOSTDC1
CD83 EREG KRT2 SOX17
CDC6 ETS2 KRT24 SPRR1A
CDC7 F3 KRT6B STAT1
CDK1 FAM26F LAMP3 STIL
CDKN2A FAM3D LONRF1 SYCP2
CENPU FCER1A LRRFIP1 TCN1
CEP55 FCGBP LTF TFCP2L1
CFTR FMO2 MOCOS TFF3
CHL1 FOLR1 MPPED?2 TGM3
CITED2 FOS MSX1 TIMP2
CLDN10 GBP1 MUC5AC TOP2A
CLU GEM MYO1B TRIB1
CMPK?2 GINS1 NDC80 TSPAN12
CRISP2 GMNN NEFL TTK
CRISP3 GPX3 NR4A2 TUBB2A
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CRYAB GREM1 PDGFD UGT2B17
CTLA4 GYS2 POLQ UPK1B
CXCL10 HELLS PROM1 UPP1
CXCL12 HERCS5 PRUNE2 WEE1
CXCL14 HIST1H1C PSMC3IP WFDC2
CXCR4 HIST1H3H PTHLH ZBED2

51.3. META-MIRNA HEDEFLERININ BiYOINFORMATIK OLARAK
BELIRLENMESI VE DE MRNA’LAR ILE KARSILASTIRILMASI

Calismaya dahil edilen meta-miRNA’larin deneysel olarak dogrulanmis hedef genleri
miRDB ve miRWalk internet araglar1 kullanilarak belirlenmistir. 10 adet meta-miRNA’ya
ait hedeflerin sayis1 miRDB kullanilarak 3354 adet, miRWalk kullanilarak 2325 adet olarak
bulunmustur. Bu araclardan elde edilen listeler ve BRB Array Tools ile yapilan mRNA
analizi sonrasinda elde edilen DE mRNA listesi Venny web araci kullanilarak

kesistirilmistir. Karsilastirmalar sonucunda (¢ listede ortak olarak bulunan 10 adet mMRNA

oldugu belirlenmistir (Sekil 5.1.)(Cizelge 5.3.).

BRB-Array Tools miRDB

CA2
CCNA2
CDC6
EMP1
EREG
FOS
KLF4
PDGFD
TUBB2A
WEE1

v

miRWalk

Sekil 5.1. Farkli internet veri tabanlarindan elde edilen meta-miRNA hedefleri ve mRNA
analizi kullanilarak belirlenen, gruplar arasinda ifadesi degisen ortak mRNA sayilarina ait

ven semast
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Cizelge 5.3. Farkli internet veri tabanlari kullanilarak belirlenen meta-miRNA hedef listeleri
ve mRNA analizi sonucunda gruplar arasinda ortak olarak ifadesi degisen mRNA’larin

karsilastirmasi sonucu elde edilen mRNA’lara ait listeler

MiRDB meta-miRNA miRWalk meta-miRNA miRDB-miRWalk-
hedefleri-mRNA analizi hedefleri- mMRNA analizi MRNA analizi
sonucunda elde edilen DE | sonucunda elde edilen DE sonucunda elde
mRNA’lar mRNA’lar edilen DE
mRNA’lar
CA2 SOX17 CA2
CCNA2 DUSP1 CCNAZ2
CCNL1 TUBB2A CDC6
CDC6 CFTR EMP1
CHL1 KLF4 EREG
CITED2 PDGFD FOS
CXCL14 STAT1 KLF4
EGR1 AURKA PDGFD
EMP1 DDIT4 TUBB2A
EREG POLQ WEE1
ETS2 CA2
FOS CDC6
GBP1 TTK
GINS1 WEE1
IF144L CCNA2
KLF4 CDC7
MYO1B EMP1
NEFL
NR4A2
PDGFD
PTHLH
RGS1
SOSTDC1
TUBB2A
WEE1
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MRNA mikrodizin verileri kullanilarak yapilan karsilagtirma analizleri sonucunda sadece
gruplar arasinda ifade farkliligi gosteren mRNA'lar bulunmakla kalmamig ayni zamanda
miRNA hedefleri ile ortak oldugu belirlenen mRNA'larin normalden artan displazi seviyesi
ve timore dogru gidildikce ifadelerindeki artma ya da azalma durumlar1 da ortaya
cikarilmistir (Cizelge 5.4.).

Cizelge 5.4. Belirlenen mRNA hedeflerinin mikrodizin verileri kullanilarak yapilan analizler

sonucunda belirlenen gruplar arasindaki degisim yonleri

MRNA GSE27678 GSE63514
Normal- Normal- Normal- Normal- Normal- Normal-
LSIL HSIL SCC LSIL HSIL SCC

PDGFD Azalma Azalma Azalma - - Azalma
EREG Azalma Azalma - - Azalma Azalma
CCNA2 Artma Artma Artma -
FOS Azalma Azalma Azalma -
KLF4 Azalma Azalma Azalma - - Azalma
TUBB2A Azalma Azalma - - - Azalma
CA2 Artma Artma Artma = =
CDC6 Artma Artma Artma - Artma Artma
EMP1 Azalma Azalma Azalma - Azalma Azalma
WEE1 Azalma Azalma - - - Artma

5.1.4. META-MIRNA’LARIN HEDEFLERININ ROL OYNADIGI SINYAL
YOLAKLARI

Meta-miRNA hedeflerinin hangi sinyal yolaklarinda gorev aldigini belirlemek amaciyla
DIANA-mirPath tool kullanilarak sinyal yolagi zenginlestirme analizleri yapilmistir. Ayni
zamanda yapilan iki yonli hiyerarsik kiimeleme analizi ile de meta-miRNA’lar arasindaki
iliskinin belirlenmesini saglamistir. Bu analizler sonucunda 10 meta-miRNA arasindan miR-
25, let-7i, miR-26a, let-7d ve miR-29a’un hiyerarsik smiflamada anlamli bir sekilde
digerlerinden ayrildig1 gézlenmistir. Bunlara ek olarak meta-miRNA hedeflerinin servikal
kanser gelisimde 6nemli 6nemli olabilecek hiicre dongiisii, p53 sinyal yolagi, ECM-reseptor
etkilegsimleri, adherens baglantilar ve viral karsinogenez gibi sinyal yolaklarmda rol

oynadiklar1 saptanmigtir.
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Bu bulgular sonucunda ortak sinyal yolaklarinda rol oynayan ve diger miRNA’lardan ayrilan
miR-25, let-7i, miR-26a, let-7d ve miR-29a ile ileri analizlere devam edilmesine karar
verilmistir (Sekil 5.2.).
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Sekil 5.2. Ik 10 meta-miRNA’ya ait sinyal yolag1 zenginlestirme analizi sonuglari

5.1.5. TCGA VERIi ANALIZI

Yolak analizinden sonra ileri ¢alismalarda arastirilmak igin segilen meta-miRNA’larin
normal ve timor gruplar arasindaki degisim paternleri “TGCA servikal kanser” verileri
kullanilarak arastirilmistir. Let-7i, miR-25 ve let-7d ifadelerinin tiimor 6rneklerinde normale

gore artarken, miR-29a ve miR-26a ifadelerinin azaldig1 saptanmustir (Sekil 5.3.).
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Sekil 5.3. CESC veri seti kullanilarak elde edilen TCGA veri analizi sonuglari, Mann
Whitney U, p<0.05

Bu asamadan sonra ileri analizlerde arastirilmaya devam edilecek en giiclii gen adaylarini
belirlemek amaciyla, secilen meta-miRNA’larin TCGA analizi sonuglarina gére normal ve
timor gruplar1 arasindaki degisim yonleri ile hedefleri olan genlerin mRNA analizlerinde
normal, prekanserdz lezyonlar ve timor gruplar1 arasindaki degisim paternleri birlikte
degerlendirilmis ve karsilastirilmistir. Daha sonra bu hedeflerden miRNA'lar ile zit yonli
olarak ifadesi degisen genler iizerine odaklanmilmistir. Bu karsilagtirmalar sonucunda
TUBB2A, CCNA2, KLF4, CA2 ve CDC6 genlerinin 6ne ¢iktig1 goriilmiistiir (Cizelge 5.5.).
Yine TCGA servikal kanser verileri kullanilarak yapilan analizde tiim bu genlerin
karsilagtirma analizi sonuglariyla uyumlu olarak normal ve tiimor 6rnekleri arasinda ayni
yonde degisim gosterdigi saptanmustir (Sekil 5.4.). Bagimsiz sitoloji ve FFPE orneklerinde
dogrulama ¢alismalarina Cizelge 5.6.’da gosterilen miRNA ve genler ile devam edilmesine

karar verilmistir
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Cizelge 5.5. Meta-miRNA’lar ve hedeflerinin normalden tiimore dogru degisim yonii

meta-miRNA Degisim Yonii | Hedef Gen
Azalan Artan
hsa-let-7i Artma TUBB2A
hsa-miR-29a Azalma TUBB2A CCNA2
KLF4
FOS
EMP1
hsa-miR-25 Artma KLF4
hsa-miR-26a Azalma KLF4 CA2
WEEL1 CDC6
hsa-let-7d Artma
*x B normal
. B Primer timor
15 =
b

10

TUBEB2A CCNAZ CDC6 CAZ2 KLF4

Sekil 5.4. Hedef mRNA'lar ile CESC veri seti kullanilarak elde edilen TCGA veri analizi
sonuglari, Mann Whitney U, **p <0.01

Cizelge 5.6.Calismaya dahil edilen meta-miRNA ve hedefleri

Meta-miRNA Hedef gen
let-7i, let-7d, miR-29a TUBB2A
miR-25, miR-29a KLF4
miR-26a CA2, CDC6
miR-29a CCNAZ2
miR-26a CDC6
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5.1.6. META-MIRNA HEDEFLERI iLE GERCEKLESTIiRILEN KUMELEME
ANALIZI SONUCLARI

Normal ornekler, servikal lezyonlar (LSIL, HSIL) ve kanser ornekleri (SCC) arasinda
farklilik gosterdigini tespit ettigimiz 5 miRNA’nin hedef gen listeleri ve bagimsiz mRNA
calismalari ile gerceklestirilen analizler sonrasinda kararli bir sekilde normal, LSIL, HSIL
ve SCC arasinda farklilik gosteren genler olarak belirledigimiz 5 adet genin ifade seviyeleri
GSE9750 kodlu bagimsiz bir ¢alismada analiz edilmistir. 21 adet normal ve 33 adet timor
ornegi iceren bu calismada yapmis oldugumuz hiyerarsik kiimeleme analizi sonucunda
se¢mis oldugumuz 5 genin ifade profillerinin bu 6rnekleri anlamli sekilde normal ve timor

olarak siniflandirabildigi gozlenmistir (Sekil 5.5.).
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Sekil 5.5 .mRNA analizleri ile 6ne ¢ikan DE mRNA’lar ile yapilan kiimeleme analizine ait

heatmap. Ornekler ilgili mRNA ifade durumlarina gore istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde kiimelenmislerdir, Mann-Whitney U, p<0.01
5.2. DENEYSEL ANALIZLER SONUCUNDA ELDE EDIiLEN BULGULAR
5.2.1. REFERANS GEN SECIMI

Yapilan literatiir aragtirmalar1 sonucunda serviks dokusunda yapilan qRT-PCR analizlerinde
farkli miRNA’larin referans olarak kullanildigi belirlenmistir. Referans olarak kullanilacak
en uygun miRNA’nin segilmesi i¢in daha 6nce yapilan ¢aligmalarda kullanilan referans
miRNA’lara odaklanilmistir. Leitao ve ark.’larinin yaptigi calismada kullanilabilecek en iyi
kombinasyonun miR-23a ve miR-191 kombinasyonuna ait Ct degerleri oldugu gosterilmistir

(83). Bu bilgi 1s1ginda galismamizdaki orneklerin analizlerinde kullanilacak en uygun
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referans miRNA’y1 belirlemek amaciyla “Normfinder” algoritmasi kullanilmistir (84).
Sitoloji drnekleri ile yapilan qRT-PCR deneyleri sonucunda elde edilen RNU6, miR-23a,
miR-191 Ct degerleri ve miR-23a-miR-191 Ct degerlerinin geometrik ortalamasi ile analiz
yapilmistir. Bu analiz sonucunda en iyi referans adaymin miR-23a ve miR-191 Ct
degerlerinin geometrik ortalamasi oldugu saptanmistir. Ayrica QRT-PCR deneyleri
sonucunda 3 miRNA’ya ait Ct degerlerinin gruplar arasindaki degiskenligine bakilmistir.
RNUG6 Ct degerlerinin 19.63-31.66, mir-23a Ct degerlerinin 20.79-30.33, miR-191 Ct
degerlerinin 21.16-34.33 ve miR-23a ve miR-191 Ct degerlerinin geometrik ortalamasinin
21.07-30.83 degerleri arasinda degistigi saptanmistir (Sekil 5.6.). PZR analizlerinde referans
olarak gruplar arasinda en az degiskenlik gosteren ve Leitao ve ark. tarafindan da 6nerilen
kombinasyon olan miR-23a ve miR-191 miRNA’larina ait Ct degerlerinin geometrik

ortalamasinin referans deger olarak kullanilmasina karar verilmistir (83).
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Sekil 5.6. Sitoloji 6rneklerinde tim gruplara ait érnekler ile RNU6, miR-23a ve miR-191
primerleri kullanilarak yapilan qRT-PCR deneyleri sonucunda elde edilen ct degerlerinin

dagilimima ait box-plot grafigi

64



5.2.2. SITOLOJI VE FFPE ORNEKLERINDE MIiRNA IFADELERINE AiT QRT-
PCR ANALIZi SONUCLARI

IIk 10 meta-miRNA arasindan rol aldig1 biyolojik siirecler servikal kanserler ile iliskili
olabilecek ve hedefleri ayn1 sinyal yolaklarinda rol oynayan miR-25, let-7i, miR-26a, miR-
29a ve let-7d’nin bagimsiz sitoloji ve FFPE orneklerindeki ifadeleri gRT-PCR analizi
yontemi ile arastirilmistir. Tiim 6rnekler sitolojik ve histolojik tanilara gore gruplandirilmis

ve normal 6rnekler iki 6rnek tipi i¢in de kontrol grubu olarak kullanilmistir.

gRT-PCR analizleri sonucunda tiim diger miRNA’lar arasinda miR-25’in normal, pre-
kanserdz lezyon ve SCC gruplarini birbirinden ayirma giicii en yilksek miRNA oldugu
saptanmistir. Hem sitoloji hem de FFPE 6rneklerinde birbiriyle uyumlu olarak normalden
artan displazi derecesine ve tiimore dogru miR-25 ifadesinin arttig1 gozlenmistir. Ancak her
iki 6rnek tipinde de LSIL ve HSIL gruplar1 arasinda miR-25 ifadesi arasinda anlamli bir
farklilik saptanmamustir. Bu iki grup bir arada intraepitelyal lezyon grubu olarak kabul
edilerek yapilan istatistiksel analizler sonucunda ise tim gruplarin birbirinden anlamli bir

sekilde ayrildig: belirlenmistir (Sekil 5.7.).
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Sekil 5.7. Sitoloji (A) ve FFPE (B) doku 6rneklerinde miR-25 ifadesinin gruplar arasindaki
degisimi, Mann Whitney U, *p

let-7i ve miR-29a normal ve LSIL gruplarini, LSIL diizeyindeki 6nemli derecedeki artisi
sebebiyle iki ornek tipinde de istatistiksel olarak anlamli bir bicimde ayirabilmektedir.
Ancak iki miRNA da LSIL ve HSIL gruplarini sitoloji 6rneklerinde aywramazken, FFPE
orneklerinde HSIL grubundaki ifade azalis1 nedeniyle bu gruplar1 ayirabilmektedir. Bunlara

ek olarak let-7i ifadesi tiimor 6rneklerinde normale gore 6nemli 6lglide artis gostermektedir.
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Hem sitoloji hem de FFPE 6rneklerinde normal, LSIL ve HSIL gruplar1 arasinda miR-26a
ifadesi yoniinden hi¢bir farklilik gézlenmemistir. Ancak miR-26a ifadesi FFPE Orneklerinde

SCC grubunda normale ve prekanserdz lezyonlara gére anlamli bir sekilde azalmaktadir.

let-7d ifadesi ise her iki 6rnek tipinde de gruplar arasinda anlamli bir sekilde farklilik
gostermezken, FFPE Orneklerinde normalden tiimore dogru bir artis paterni oldugu

gorulmektedir.

Tim bu bulgular sonucunda sitoloji 6rnekleri ve FFPE 6rnekleri arasinda miRNA ifadeleri
yonunden gruplar arasinda ayn1 yonlii degisimler oldugu ve istatistiksel analiz sonuglarinin
birkag¢ farklilik disinda ayni oldugu dikkati cekmektedir (Sekil 5.8.) (Cizelge 5.7.)(Cizelge
5.8.).
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Sekil 5.8. miR-25, let-7i, miR-26a, miR-29a ve let-7d ifadelerinin sitoloji ve FFPE
orneklerinde normal, LSIL, HSIL ve SCC gruplari arasinda ifade degisimlerine ait box-plot
grafikleri
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Cizelge 5.7. Sitoloji 6rnekleri ile yapilan gRT-PCR analizi sonucunda elde edilen degerlere

ait istatistik sonuglar1 (p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir)

Gruplar miR-235 let-7i miR-26a miR-29a let-7d
p degeri

Normal-LSIL 0.002 0.043 0.587 0.014 0.731

Normal-HSIL 0.003 0.078 0.172 0.187 0.911

LSIL-HSIL 0.993 0.987 0.760 0.600 0.946

Cizelge 5.8. FFPE doku ornekleri ile yapilan qRT-PCR analizi sonucunda elde edilen

degerlere ait istatistik sonuglar1 (p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir)

Gruplar miR-235 let-7i miR-26a | miR-29a let-7d
p degeri
Normal-LSIL 0.000 0.000 0.337 0.000 0.158
Normal-HSIL 0.003 0.710 0.979 0.991 0.097
LSIL-HSIL 0.935 0.000 0.566 0.000 0.000
Normal-SCC 0.000 0.002 0.033 0.121 0.244
LSIL-SCC 0.000 0.495 0.000 0.048 0.001
HSIL-SCC 0.000 0.045 0.012 0.064 0.986

5.2.3. SITOLOJI ORNEKLERI MRNA DENEYLERI ICIN SENTEZLENEN
CDNA'LARIN KONTROLUNE AIT KLASIK PZR SONUCLARI

miRNA analizlerinde kullanilan Orneklere ait mRNA deneylerini gerceklestirebilmek
amactyla aymi total RNA’lardan uygun kitler kullanilarak c¢cDNA sentezi yapilmistir.
Orneklere ait QRT-PCR analizlerine baglamadan dnce sitoloji drneklerinin RNA kalitesinin
diistik olmasi1 nedeniyle 6ncelikle klasik PCR yontemiyle cDNA’larin ¢calismaya uygunlugu
test edilmistir. GAPDH primeri kullanilarak yapilan ¢calismalar sonucunda olusan tiriinler ile
jel elektroforezi yapilmis ve 18 normal, 20 LSIL ve 15 HSIL Orneginde bant varligi
saptanmustir (Sekil 5.9.).
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Sekil 5.9. Sitoloji 6rnekleri ile yapilan mRNA-cDNA’larmin klasik PZR iirlinlerine ait jel
goruntaleri A) Normal grup B)LSIL grubu C)HSIL grubu

5.2.4. FFPE ORNEKLERI MRNA DENEYLERiI ICIN SENTEZLENEN
CDNA'LARIN KONTROLUNE AiT KLASIK PZR SONUCLARI

miRNA analizlerinde kullanilan Orneklere ait mRNA deneylerini gergeklestirebilmek
amaciyla aynmi total RNA’lardan uygun kitler kullanilarak cDNA sentezi yapilmuistir.
Orneklere ait gRT-PCR analizlerine baslamadan 6nce FFPE orneklerinin RNA kalitesinin
diisiik olmasi nedeniyle 6ncelikle klasik PCR yontemiyle cDNA’larin ¢alismaya uygunlugu
test edilmistir. GAPDH primeri kullanilarak yapilan ¢calismalar sonucunda olusan tiriinler ile
jel elektroforezi yapilmis ve 8 normal, 7 LSIL, 10 HSIL ve 2 SCC 6rneginde bant varhigi
saptanmustir (Sekil 5.10.).
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Sekil 5.10. FFPE ornekleri ile yapilan mRNA-cDNA’larin klasik PZR firiinlerine ait jel
goruntaleri A) Normal grup B)LSIL grubu C)HSIL grubu D)SCC grubu

5.2.5. SITOLOJI ORNEKLERINDE MRNA IFADELERINE AIT QRT-PCR
ANALIZI SONUCLARI

Klasik PZR deneyleri sonucunda calistigi saptanan ornekler ile qRT-PCR deneylerine
devam edilmistir. Sitoloji 6rnekleri ile KLF4 primeri kullanilarak gerceklestirilen qRT-PCR
deneyleri sonucunda 11 normal, 9 LSIL ve 5 HSIL 6rneginin g¢alistigi belirlenmis ve
analizlere bu Ornekler ile devam edilmistir. Tiim gruplar arasinda yapilan istatistiksel
analizler sonucunda higbir grup arasinda anlaml bir ifade farklihigi bulunmamistir. Ancak
LSIL ve HSIL gruplar1 prekanserdz lezyon grubu olarak tek bir grup seklinde normal

orneklerle karsilastirildiginda anlaml bir sekilde ifadesinde azalma oldugu saptanmistir.
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MiR-25 hedefi olarak belirlemis oldugumuz KLF4 ifadesi normalden HSIL’a dogru

gidildikce azalirken miR-25’in ifadesi artig gostermistir (Sekil 5.11.).
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miR-25
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LSIL+HSIL

Sekil 5.11. Sitoloji 6rneklerinde KLF4 ve miR-25 iafadelerinin normal ve LSIL+HSIL
gruplarindaki ifade diizeyleri, Mann Whitney U, *p<0.05, ** p<0.01

Sitoloji 6rnekleri ile TUBB2A primeri kullanilarak gerceklestirilen gRT-PCR deneyleri

sonucunda ise 12 normal, 11 LSIL ve 6 HSIL 6rneginin ¢alistigi belirlenmis ve analizlere

bu oOrnekler ile devam edilmistir. Tiim gruplar arasinda yapilan istatistiksel analizler

sonucunda normal 6rneklerin hem LSIL hem de HSIL 6rneklerinden anlamli bir sekilde

ayrildig1 goriilmektedir. TUBB2A ifadesi normalden HSIL a dogru gidildik¢e azalmaktadir.

(Sekil 5.12.).
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Sekil 5.12. Sitoloji 6rneklerinde TUBB2A’nin normal, LSIL ve HSIL derecelerindeki ifade
duzeyi, Kruskal Wallis, *p<0.05, ** p<0.01
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Klasik PZR deneylerinden elde edilen PZR drinlerinin jel gorintilemesinde bant varligi
saptanmasina ragmen KLF4 ve TUBB2A primerleri ile yapilan gRT-PCR analizlerinde daha
az sayida Ornegin ¢alistigi goriilmistiir. Diger primerler ile yapilan gRT-PCR analizleri
sonucunda da tiim 6rneklerde ifadenin ¢ok diisiik oldugu ve teknik tekrarlar arasinda biiytik
fark oldugu saptanmistir ve analizlere devam edilememistir. Bu deneyler sonucunda elde
edilen bulgular 151¢inda; klasik PZR sonucunda jel gorintilemesinde sitoloji 6rneklerine
gore daha zayif ve az bant varhigi saptanan FFPE ornekleri ile mRNA deneyleri
yapilamamistir. Sitoloji Orneklerinde ise diger kalan bes miIRNA hedefi icin deneylere

devam edilememistir.

52.6. KLF4 IFADESININ FFPE DOKULARDAKiIi DEGISIMIiNiN
DEGERLENDIRILMESI

Bagimsiz 6rnekler ile yapilan qRT-PCR analizleri sonucunda normal, prekanserdz lezyonlar
ve tiimor gruplar1 arasinda sitoloji 6rnekleri ve FFPE drneklerinde diger miRNA’lar arasinda
one ¢ikan MiR-25’in hedefi olan KLF4 proteininin sitoloji 6rneklerinde ifadesinin azaldigi
belirlenmistir. Ancak teknik problemler nedeniyle bu proteinin ifade degisimi FFPE doku
orneklerinde qRT-PCR metoduyla belirlenememistir. Bu nedenle daha énce miRNA
deneyleri icin kullanilan FFPE O6rneklerine THC metodu uygulanarak KLF4 ifadesinin
normal, prekanser6z lezyonlar ve SCC oOrneklerindeki degisimi arastirilmustir.
Degerlendirmeler sirasinda KLF4’{in epitel hiicrelerdeki boyanma yiizdesi hesaplanmaistir.
Bir transkripsiyon faktorii olan KLF4 igin boyanma pozitifligi hiicre c¢ekirdegindeki
boyanma varhigi ile degerlendirilmistir. Ancak IHC boyamalar1 sonucunda KLF4
boyanmasinin epitel hiicrelerde sadece niikleer degil sitoplazmik olarak da pozitif oldugu
gozlenmistir. KLF4 boyanma yiizdesi normal orneklerde %75 ve %100 arasinda
degismektedir ve boyanma ylizde ortalamasinin %90 oldugu saptanmistir. Boyanma ytizdesi
LSIL 6rneklerinde %20-100 araliginda, ortalama %72.7 ve HSIL érneklerinde ise %75-100
araliginda, ortalama %94.6 olarak bulunmustur. Bu iki 6rnek grubu prekanserdz lezyonlar
olarak tek grup altinda incelendiginde ise ortalama boyanma ylizdesi %83.2’dir. SCC
orneklerine bakildiginda ise boyanma yiizdesinin normal ve prekanserdz lezyon grubundaki
orneklere gore dramatik bicimde azaldig1 gortilmiistiir. SCC grubu iginde boyanma yiizdesi
%0 ve %100 arasinda degismektedir ve ortalama boyanma yilizdesinin %36.7 oldugu

saptanmistir. THC boyanmalar1 sonucunda sitoloji drneklerinde qRT-PCR analizlerinde
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oldugu gibi KLF4 ifadesinin normalden prekanserdz lezyonlara ve ek olarak invaziv kanser
grubuna dogru azaldig1 gozlenmistir. Istatistiksel analizler sonucunda da normal,
prekanserdz lezyon ve SCC gruplarinin birbirlerinden KLLF4 ifadesi agisindan anlamli olarak
ayrildigi belirlenmistir (p<0.01). Sitoloji ve FFPE 6rneklerinde miR-25 ve KLF4 ifadelerinin
gruplar arasinda zit yonlii olarak degistigi dikkati cekmektedir (Sekil 5.13.). Normal, LSIL,
HSIL ve SCC olgularindaki boyanmaya ait 6rnek mikroskobik goriintiiler Sekil 5.14.’de

sunulmustur.

A miR-25 B KLF4

** *
4 . I * %
k5 ** 90 .
%3.500 B * ok 80
2£3.000 1 T 20
22500 - S 60
£ 2.000 4 . .

Normal LSIL+HSIL SCC Normal LSIL+HSIL Sce

Boyanma ylizdesi

Sekil 5.13. MiR-25 ve KLF4 ifadelerinin FFPE doku orneklerindeki farkli gruplara gore
degisimleri. A. MiR-25 ifadesi normalden prekanser6z lezyonlara ve daha sonra da SCC’ye
dogru artmaktadir. Sonuglar grup ortalamalarini ve SEM degerlerini gostermektedir. Normal
ornekler icin n=22, LSIL+HSIL grubu icin n=42 ve SCC grubu i¢in n=18’dir, Kruskal
Wallis, **P<0.01. B. Normalden invaziv karsinoma dogru gidildice KLF4 boyanmasinda
anlamh sekilde kayip goriilmektedir. Sonuglar Normal, prekanser6z ve SCC gruplarinda
KLF4 antikoru ile pozitif boyanma gosteren hicrelere ait ortalama ylzde ve SEM
degerlerini gostermektedir. Normal 6rnekler icin n=17, LSIL+HSIL grubu icin n=25 ve
SCC grubu i¢in n=17"dir, Kruskal Wallis, **P<0.01
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Sekil 5.14. FFPE doku orneklerinde farklhi gruplardaki KLF4 boyanmasina ait O6rnek
fotomikrograflar. A. Normal serviks epitelinde diffliz ve kuvvetli nikleer ve sitoplazmik
KLF4 boyanmasi goriilmektedir. B. LSIL hiicrelerinde hem KLF4 boyanmasinda kayip (4 )
hem de kuvvetli boyanma (4) goérinmektedir. C. LSIL hiicrelerinde KLF4 boyanmasinda
kayp (§) ve kuvvetli boyanma (*), HSIL hiicrelerinde ise kuvvetli boyanma ()
gortinmektedir. D. HSIL hicrelerinde kuvvetli niikleer boyanma gérilirken (§), SCC
hticrelerinde boyanma kayb () dikkati gekmektedir

5.2.7. IN VITRO CALISMALAR

52.7.1. MIiR-25’IN HELA HUCRELERINDE KLF4 PROTEIN DUZEYI,
PROLIFERASYON VE MOTILITE UZERINDEKI ETKIiSi

Biyoinformatik analizler ve bagimsiz drnekler ile yapilan ifade analizleri sonucunda miR-

25 ifadesinin normalden, prekanserdz lezyonlara ve invaziv karsinoma dogru gidildikce

artt1ig1 ve hedefi olan KLF4 proteini ifadesinin ise azaldigi g0zlenmistir. Bu miRNA’nin

timor hicrelerinde ifadesini azaltmanimn tedavi i¢in yardimer olabilecegi diisiiniilerek HPV
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pozitif bir servikal kanser hiicre hatt1 olan HelLa hticrelerinde inhibitor transfeksiyonu ile
miR-25 ifadesi azaltilarak (Sekil 5.15.) hem hedefi olan KLF4 ifadesindeki degisim hem de

hicre proliferasyonu ve motilitesi {izerindeki etkisi aragtirilmistir.

miR-25 ifadesi

*

0.35

wt scr miR-25 inh.

Sekil 5.15. Inhibitdr ile transfeksiyon sonrasinda miR-25 ifadesinde artis goriilmiistiir

Transfeksiyon sonrasinda HeLa hiicrelerinde KLF4 ifadesinin degisimine bakildiginda
inhibitdr uygulanan hiicrelerde scrambled kontrole gére ifadenin arttigi gézlenmistir (Sekil
5.16.).

KLF4
scr inh 2
1 1.5
KLE4 e " .
ACTE M W 0.5 —
0
scr miR-25-inh

Sekil 5.16. HelLa hicrelerinde miR-25 inhibisyonunun KLF4 protein diizeyi Uzerine etKisi.
MiR-25 inhibitorii ile transfeksiyon sonrasinda yapilan western blot analizinde KLLF4 protein

seviyesinin arttigi goriilmektedir (n=2)

Bir onkomir olarak kabul edilen miR-25 ifadesinin HeLa hicrelerinde inhibisyonu
sonrasinda  yapilan proliferasyon deneylerinde inhibitér uygulanan hiicrelerde

proliferasyonun anlaml bigimde azaldig1 saptanmistir (p<0.05) (Sekil 5.17.).
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Sekil 5.17. HeLa hiicrelerinde miR-25 inhibisyonunun proliferasyon (izerine etkisi. miR-25
inhibitori transfekte edilmis hiicrelerde negatif kontrole gore proliferasyonun anlamli bir

sekilde azaldig1 goriilmektedir (n=2, *p<0.01)

MiR-25’in hedefleri olan genler ile yapilan sinyal yolagi zenginlestirme analizlerine ait
sonuglar incelendiginde fokal adezyon, fosfotidilinositol sinyal sistemi gibi hicre
motilitesini etkileyebilecek bazi sinyal yolaklarmin 6ne ¢iktigi dikkati ¢ekmistir (Cizelge
5.9.).
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Cizelge 5.9. miR-25 hedefleri ile yapilan zenginlestirme analizi sonuglar1

Yolak ismi Gen sayisl P degeri

Aktin sitoiskeleti diizenlenmesi 213 0.00010806
Fokal adezyon 199 0.00041577
FoxO sinyal yolagi 132 0.00052295
cAMP sinyal yolagi 199 0.0011793
Fosfotidilinositol sinyal sistemi 99 0.0018841
instilin direnci 107 0.0033527
inositol fosfat metabolizmasi 74 0.0034670
Epitelyal hiicrelere bakteri invazyonu 74 0.0034670
Otofaji 128 0.0041014

Bu sebeple miR-25 inhibitorii ile transfekte edilmis HeLa hiicreleri ile WHA deneyleri
yapilmistir. Hiicreler 24 saat boyunca izlenmis ve 12. ve 24.saatlerde inhibitor ve scrambled
kontrol uygulanan hiicrelerin arasinda olusturulan bos alanin kapanma yiizdeleri

karsilastirilmistir. Bu deneyler sonucunda miR-25 ifadesindeki inhibisyonun hicrelerin

motilitesini anlaml1 bir sekilde azalttig1 belirlenmistir (Sekil 5.18.).
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Sekil 5.18. HelLa hicrelerinde miR-25’in motilite iizerinde etksi. Motilite hizmin
degerlendirilmesinde  WHA kullanilmistir. Hiicreler arasindaki karsilastirilacak olan

bosluklar ayni genisliktedir (440£5) ve miR-25 transfekte edilmis hiicrelerde kontrole gore

motilite hiz1 azalmistir (n=2, t test, **p<0.01)

Bunlara ek olarak hiicre motilitesinde diizenleyici bir rol oynayan SNAIL proteinin inhibitér
uygulanmis hiicrelerdeki ifade degisimine bakildiginda da SNAIL ifadesinin inhibtor

uygulanmis hiicrelerde scrambled uygulanan hiicrelere gére anlamli bir sekilde azaldigi

saptanmugtir (Sekil 5.19.).
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Sekil 5.19. HeLa hiicrelerinde miR-25 inhibisyonunun SNAIL protein diizeyi Uzerine etkisi.
MiR-25 inhibitorii ile transfeksiyon sonrasinda yapilan western blot analizinde SNAIL

protein seviyesinin azaldig1 gériilmektedir (n=3, t-test, *p<0.05)
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

MiRNA’larin kanser olusum ve gelisimindeki rollerinin anlasilmast ve molekiler
yontemlerin gelismesiyle birlikte birgok kanser tipine 6zgil miRNA’larin tanimlanabilmesi,
yeni ve etkin tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi amaciyla bir¢ok arastirma yapilmis ve
yapilmaya devam etmektedir. Kadinlar arasinda yaygimn olarak goriilen ve mortalite orani
yuksek bir kanser tiirii olan servikal kanserler i¢in 2008 yilinda erken evre invaziv servikal
kanser durumunda normal Orneklere gore ifadesi degisen miRNA’lar arastirilmaya
baslanmistir (62). Pereira ve ark. tarafindan 2010 yilinda yapilan ¢alismada ilk olarak
normal, intraepitelyal lezyonlar ve invaziv kanser durumunda ifadesi degisen miRNA’lar
mikrodizin yontemi kullanilarak belirlenmistir(69). Daha sonraki yillarda invaziv servikal
kanser ve Onciil lezyonlarm olusum ve gelisiminde rol oynayan miRNA’larin
aydinlatilmasina yonelik ¢aligmalar artarak devam etmistir. Servikal kanser basamaklarinda
degisen miRNA seviyelerinin saptanmasi konusunda yapilan bu c¢aligmalarda yaygin
materyaller olarak FFPE dokular, frozen kesitler ve hiicre kiiltiirlerinin kullanildigi
gorulmektedir (52)(63). 2014 yilinda Tian ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada ilk defa
literatiirdeki ¢aligmalar taranarak belirlenmis 6 miRNA’nin ifadesi eksfoliye servikal
hiicreler kullanilarak arastirilmistir (64). Daha sonra 2015 yilinda 2 adet ¢alismada 3 farkli
miRNA’nin ifadelerinin degisimi farkli lezyon derecelerinde servikal sitoloji Ornekleri
kullanilarak arastirilmistir (54)(65). Son olarak 2018’de Kawai ve ark. tarafindan yapilan
calisgmada normal, intrapitelyal lezyon ve invaziv tumor kategorilerindeki servikal sitoloji
ornekleri ile her bir kategori i¢in bir RNA havuzu olusturularak yapilan mikrodizin analizi
ile potansiyel miRNA’lar ortaya ¢ikarilmistir (66). Literatiirde servikal kanser olusum ve
gelisiminde rol oynayan miRNA’lar ile ilgili bir¢ok calisma bulunmasina ragmen suana
kadar tan1 ve tedavi i¢in kabul edilmis spesifik bir miRNA bulunmamaktadir. Ayni zamanda
servikal sitoloji Ornekleri kullanilarak yapilan arastirmalar ¢ok az sayidadir. Bu tez
calismasinda hem biyoinformatik ve laboratuvar yontemleri bir arada kullanilarak, hem de
servikal sitoloji ve servikal biyopsi drnekleri bir arada kullanilarak genis ¢capl bir arastirma

gerceklestirilerek literatiire katki saglamak hedeflenmistir.
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Meta-analiz ve biyoinformatik analizler

Bu tez ¢aligmasmin ilk basamaginda bir meta analiz uygulamasi yapilmistir. Meta-analiz,
bircok veriyi istatistiksel analizler kullanarak bir araya getiren bir yontemdir. Literatiire
bakildiginda servikal kanserler ile yapilan herhangi bir meta-analiz ¢aligmasi
bulunmamaktadir. Sadece litertiirde yapilan ¢alismalar1 bir araya getiren ve derleme
caligmasi olarak sunulmus bir entegrasyon ¢alismast mevcuttur (51). Bu tez ¢alismasinin ilk
asamasinda literatiirdeki mikrodizin g¢alismalarina ait veriler birlestirilerek daha 6nce
grubumuz tarafindan gelistirilen ve meme kanseri siirecini arastirmak i¢in kullanilan
ANOVA bagimli ve siralama tabanli bir meta analiz arac1 ve biyoinformatik yaklasimlar
kullanilarak serviks kanserinin olusum ve gelisiminde rol alan miRNA ve hedeflerinin ortaya
cikarilmasi, tan1 ve tedavi siirecinde hedef olabilecek biyobelirteglerin tanimlanmasi
hedeflenmistir (76). Bu analizler ile farkli platformlarla ve 6rneklerle yapilan ¢alismalara ait
ham veriler bir araya getirilmis, analize sokulan Orneklem sayisi arttirilmis, bagimsiz
orneklerde dogrulama calismalarina gecilmeden dnce daha genel bir bakis agis1 kullanilarak
normal ornekler ve lezyon dereceleri arasinda ifadesi degisen potansiyel biyobelirtecler
tanimlanmistir. Bunlara ek olarak karsilastirma analizleri ile yine farklhi caligmalara ait
veriler bir araya getirilerek servikal kanser siirecinde ifadesi degisen mRNA’lar
arastirtlmistir. Daha sonra biyoinformatik analizlere devam edilmis, meta-analiz sonucunda
ifadesi degistigi saptanan miRNA’larin hedefleri ile karsilastirma analizi sonuncunda
bulunan mMRNA listeleri kesistirilerek miRNA ve mRNA hedef listeleri olusturulmustur. Bu
listelerdeki en gii¢lii biyobelirteg adaylarini secebilmek ve bulunan miRNA ve mRNA
hedeflerinin  biyoinformatik dogrulamalarmi yapabilmek amaciyla bir¢ok farkl
biyoinformatik arag ve analiz bir arada kullanilmustir. Ilk 10 meta-miRNA hedeflerinin hangi
sinyal yolaklarinda ortak olarak gorev yaptigim1 bulmak amaciyla sinyal yolagi
zenginlestirme analizleri yapilmistir. Sinyal yolagi analizi sonuglarinda 5 adet meta-
miRNA’nin (MiR-25, let-7i, miR-26a, miR-29a, let-7d) hiyerarsik siniflamada digerlerinden
ayrildigi, servikal kanser olusum ve gelisiminde 6nemli olabilecek viral karsinogenez, p53
sinyal yolagi, hiicre dongiisii, ECM-reseptor etkilesimi ve adherens baglantilar gibi
yolaklarda ortak olarak rol aldig1 saptanmustir.

Yapilan ¢aligmalar ile viriis kaynakli birgok karsinomun olusumunda miRNA’larm 6nemli
rolleri oldugu gosterilmistir (85). Servikal kanser olusumunda da HPV’nin rolii oldukga

onemlidir. Ayn1 zamanda bu viriisiin etkiledigi p53 sinyal yolagi ve hiicre dongiisii yolaklar1
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da servikal kanser olusumunda baslica etkilenen yolaklardir. Yapilan sinyal yolagi
zenginlestirme analizlerinde meta-miRNA hedeflerinin viral karsinogenez, p53 ve hiicre
dongusit yolaklarinda zenginlesmesi ¢alismamiz agisindan, ileri analizler ile arastirilacak
miRNA’larin se¢iminde olduk¢a yol gosterici olmustur. Yapilan galismalarda miR-25
ifadesinin HPV iliskili orofaringeal karsinomlarda normalden tiimdre dogru arttig1 ve miR-
29a ifadesinin de disregile oldugu gosterilmistir (86)(87). Kumar ve ark.’larinin yaptigi
calismada ise miR-25’in direkt olarak HPV-iliskili karsinogenezlerde kilit rol oynayan
p53’in 3’UTR ucuna baglanarak fonksiyonunu negatif olarak diizenledigi bulunmustur (88).
Bunlara ek olarak miR-25, let-7i ve let-7d’nin siklinleri ve siklin bagimli kinazlarin ifadesini
diizenleyerek mitojenik uyariya ve senesensten kagisa sebep oldugu, miR-26a’nin ise
siklinleri baskiladig1 ve kanser hiicre proliferasyonunu diigiirdiigii ortaya ¢ikarilmistir (47).
Analizler sonucunda 6ne ¢ikan diger sinyal yolaklar1 ise ECM-reseptor etkilesimleri ve
adherens baglantilardir. Bu yolaklar motilite, invazyon, metastaz ve epitelyal mezekimal
doniisiim gibi biyolojik olaylarda belirleyici rol oynamaktadirlar (89)(90)(91). Meta-miRNA
hedeflerinin bu yolaklarda zenginlesmesi, se¢ilen miRNA’larin servikal kanser gelisiminde
ve yayilimimda 6dnemli gorevleri olabilecegini diisiindiirmektedir.

Kullanilan biyoinformatik araglardan bir digeri de TCGA veri platformudur. TCGA birgok
farkli kanser tipine ait molekller ve klinik veriler iceren bir bilgi kaynagidir. Bu
platformdaki veriler normal ve tiimor 6rnekleri arasinda ifadesi degisen biyomolekullerin
saptanmasinda, biyobelirteclerin tanimlanmasinda ve sag kalim analizlerinin yapilmasinda
yaygin olarak kullanilmaktadir (92)(93)(94). TCGA “CESC” veri seti ¢alismamizda segilen
meta-miRNA’lar ve hedeflerinin normal ve servikal timorlerdeki degisim paternlerinin
belirlenmesinde, MIRNA- hedef iligkisinin 6n goériilmesinde, Kklinik &neminin
arastirilmasinda ve gerceklestirilen QRT-PCR deney sonuglar1 ile karsilagtirma yapmak

amactyla kullanilmstir.

Servikal kanser olusum ve gelisim siirecindeki aday meta-miRNA

MiRNA ifadelerinin dlgtiminde gRT-PCR analizleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak
bu teknikte ifadesi arastirilan miRNA’lar i¢in analizler yapilirken normalizasyon
asamasinda kullanilacak miRNA’nin dogru se¢ilmesi sonug verilerinin dogrulugu agisindan
kritik 6neme sahiptir. MiRNA analizlerinde normalizasyon basamaginda referans gen olarak

en yaygin olarak kullanilan gen RNUG6’dir. Ancak bu analizler yapilirken dokuya 6zgiil
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referans genlerin kullanilmasi gerekliligi birgok ¢alisma ile gdsterilmistir (95). Buna uygun
olarak ¢alismamizda gRT-PCR analizlerinde normalizasyon agsamasinda kullanilacak genler
icin Oncelikle literatiir arastirmasi yapilmistir. Leitao ve ark. tarafindan servikal kanser
analizlerinde kullanilacak en uygun referans gen ve miRNA’nin arastirildigr calismada
RNU6’nin en genis aralikta degisiklik gosteren ct degerleriyle en kararsiz gen oldugu, miR-
191 ve miR-23a kombinasyonunun normalizasyon asamasinda kullanilacak en uygun
miRNA’lar oldugu gosterilmistir (83). Calismamizda qRT-PCR analizleri ile yapilan
karsilastirmalar sonucunda da literatiir ile benzer sonuglar elde edilmis, miR-191 ve miR-
23a ct degerlerinin geometrik ortalamasinin normalizasyon i¢in en uygun degerler oldugu

saptanmustir.

Tezin ikinci asamasinda; biyoinformatik analizler ile belirlenen aday meta-miRNA’lar ve
hedeflerinin serviks kanseri gelisim siirecindeki ifade durumlarini belirlemek amaciyla
serviks kanseri arastirmalarinda nadir olarak kullanilan servikal sitoloji 6rnekleri ve bu
orneklere ait sonuglarin karsilastirilmasi i¢in tani siirecinde altin standart olarak kabul edilen
FFPE doku ornekleri kullanilmistir. FFPE Ornekleriyle yapilan gRT-PCR analizleri
sonucunda TCGA verileriyle uyumlu olarak meta-miRNA’lardan miR-25, let-7i ve let-7d
ifadesinin tiimor 6rneklerinde normal 6rneklerle kiyaslandiginda ifadesinin arttigi, miR-26a
ifadesinin ise azaldig1 saptanmistir. TGCA analizlerinde miR-29a ifadesinin tiimére dogru
gidildikce azaldigi goriilmekle birlikte yapilan qRT-PCR analizlerinde normal ve timaor

ornekleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamastir.

Yapilan qRT-PCR analizleri sonucunda miR-25’in hem sitoloji hem de FFPE doku
orneklerinde intraepitelyal lezyon ve SCC gruplarini1 normal érneklerden ve birbirlerinden
ayirma giic en yliksek ve en goze ¢arpan biyobelirteg aday1 oldugu saptanmistir. Daha dnce
yapilan calismalarla hepatoseliiler karsinom, akciger kanseri, gastrik kanserler, meme
kanseri ve ovaryan karsinomda miR-25 ifadesindeki artisin onkojenik etkilere sebep oldugu
ortaya ¢ikartlmistir (96). Sethi ve ark.’larinin bas-boyun bolgesinde goriilen SCC’ler
hakkinda hazirladigi derlemede miR-25 ifadesinin timér durumunda arttig1 raporlanmistir
(97). Serviks dokusu ile yapilan ¢aligmalarda da benzer sonuglar elde edilmistir. Normal ve
SCC hastalarindan alinan servikal frozen doku ornekleri ile yapilan ¢aligmalarda miR-25
ifadesinin tiimor orneklerinde arttig belirlenmistir (62)(98). Wilting ve ark.’larinin yaptigi

arastirmada ise miR-25 ifadesinin HSIL ve timor orneklerinde arttigi gdsterilmistir (68).
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Wang ve ark.’lar1 miR-25 ifadesinin intrapitelyal lezyonlarda ve invaziv kanser durumunda
arttigini saptamakla birlikte HPV E7 onkoproteini induksiyonu ile de miR-25 ifadesinde artis
meydana geldigini gostermislerdir (99). Bazi sirkiiler miRNA’larin serum 6rneklerindeki
ifadelerinin arastirildigi bir ¢alismada ise servikal kanser hastalarma ait 6rneklerde miR-25
diizeyinin normal hastalarinkine gére daha yiiksek oldugu belirlenmistir (100). Literattirdeki
bulgularla benzer olarak deney bulgularimiz miR-25 ifadesinin hem sitoloji 6rneklerinde
normalden prekanserdz lezyonlara hem de FFPE doku 6rneklerinde bu degisimlere ek olarak
invaziv kansere dogru arttigini gostermektedir. Tim bu bulgular miR-25’in normal,
intraepitelyal lezyonlar ve invaziv kanser 6rneklerini birbirinden ayirabilecek potansiyel bir
biyobelirte¢ olabilecegini gostermektedir. Ayni1 zamanda c¢alismamiz; miR-25’in sitoloji
orneklerinde gruplar arasindaki ifade degisimini, gruplar1 birbirinden ayirma giiclinii ve bu

miRNA’nin bir biyobelirte¢ aday1 olma potansiyelini gosteren ilk caligmadir.

Let-7i ifadesinin degisimine bakildiginda; hem sitoloji hem de FFPE Orneklerinde normal
ve LSIL gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik oldugu saptanmistir. FFPE 6rneklerin de ise
buna ek olarak invaziv timaor érneklerinde ifadesinin normal 6rneklere gore anlamli sekilde
arttig1 belirlenmistir. Wilting ve ark.’larinin yaptig1 ¢alismada let-7i ifadesine ait ifade
degisikligi erken evrede ifadesi degismeye baslayip ilerleyen siirecte artmaya devam eden
miRNA’lar kategorisinde degerlendirilmis ve SCC grubunda normal 6rneklere gore 1.32 kat
artmis bir ifade farkliligi oldugu bildirilmistir. Ancak HSIL ve SCC gruplar1 arasinda ¢ok
biiyiikk bir ifade farkliligi saptamamugslardir (68). Tum bu bulgular, let-7i ‘nin HPV
enfeksiyonuna karsi olusturulan erken cevapta rol oynuyor olabilecegini ve daha sonra da

invaziv siiregte etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ifade degisimleri arastirilan diger meta-miRNA’lardan miR-26a ve miR-29a ifadesinin
literatiire bakildiginda yaygin olarak birgok tiimor tipinde azaldigi goriilmektedir
(101)(102). Bu bilgilere paralel olarak Wang ve ark.’larinin normal ve servikal kanser
drneklerinde miR-26a ve miR-29a ifadelerini karsilastirdiklar: ¢alismada bu miRNA’larin
sadece normal 6rneklerde yiiksek ifade seviyesi gosterdigini saptamiglardir (103). Pereira
ve ark.’larmin yaptigi ¢alismada da miR-26a ve miR-29a ifade dlzeylerinin servikal
prekanserdz lezyonlarda ve invaziv tiimor durumunda normale gore azaldigi gosterilmistir
(69). Calismamizda yaptigimiz qRT-PCR analizleri sonucunda sitoloji ve FFPE doku

orneklerinde miR-26a ifadesi agisindan intraepitelyal lezyon ve normal drnekler arasinda
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istatistiksel bir fark saptanmamistir. Ancak yapilan diger ¢aligmalarla benzer olarak FFPE
dokularda invaziv timor 6rneklerinde normal ve prekanserdz gruptaki 6rneklere gére miR-
26a ifadesinin anlamli olarak azaldigi belirlenmistir. Bu bulgulara gore; miR-26a’nin
invaziv timorlerin diger 6rnek gruplarindan ayrilmasina olanak saglayan bir biyobelirteg
aday1r olabilecegi disliniilmiistiir. Diger yandan, literatiirdeki bulgularin aksine
calismamizda miR-29a ifadesi agisindan normal ve kanser 0rnekleri arasinda herhangi bir
farklilik saptanmamustir. Let-7d ifadesinin sitoloji ve FFPE doku 6rneklerindeki
degisimlerine bakildiginda ise literatiir bulgular1 ile uyumlu sekilde gruplar arasinda anlamli

bir ifade farklilig1 olmadigi goriilmistiir (68).

Sitoloji ve FFPE 6rneklerinde miRNA ve mRNA stabilitesi

Yapilan gRT-PCR analizleri sonucunda miRNA ifadelerinin sitoloji ve FFPE 6rneklerinde
gruplar arasinda genel olarak benzer sekilde degisim gosterdigi saptanmasina ragmen, bazi
gruplar arasinda iki farkli 6rnek tipinde miRNA ifadeleri agisindan farkliliklar oldugu
gorulmuistir. FFPE doku Ornekleri deneylerde kullanilmak tizere hazirlanirken c¢evre
dokudan gelecek etkileri azaltmak amaciyla mikrodiseksiyon yontemi kullanilmis, normal
epitel, intraepitelyal lezyon bdlgeleri veya invaziv timorli alan belirlenerek sadece bu
alanlardaki hiicreler ile deneylere devam edilmistir. Ancak sitoloji ornekleri servikal
skuamoz epitel hiicreleri, inflamatuar hiicreler ve diger hiicrelere ait elemanlarin bir arada
bulundugu bir karisim halindedir. Bunlara ek olarak prekanserdz lezyon gruplarmna ait
orneklerde displazik hiicrelerin yani1 sira normal skuamoz epitel hiicreler de ayn1 soliisyonun
icinde bulunmaktadir. Sitoloji ve FFPE orneklerinden alinan sonuglardaki farklarin
temelinin bu Ornekleme farkliligindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Ancak bu
farkliliklara ragmen sitoloji orneklerinde gruplar arasinda ifadesi degiserek One ¢ikan

miRNA’larin biyobelirte¢ olma potansiyellerinin yiiksek oldugu diisiiniilmektedir.

MiRNA'lar biyolojik siireclerdeki tanimlanan ¢ok 6nemli rolleri disinda ayni zamanda
molekiiler arastirmalar i¢in olduk¢a uygun biyomolekiiller olarak 6ne ¢ikmaktadirlar. Kan,
diger viicut sivilar1 ve FFPE doku ornekleri gibi bir¢cok farkli materyalle yapilan
calismalarda miRNA’larin mRNA'lara gore oldukg¢a kararli molekiiller olduklar1 ortaya
konmustur (104)(105)(106). Tez kapsaminda RNA analizleri i¢in kalite agisindan zayif

ornekler olan sitoloji ve FFPE doku 6rnekleriyle yapilan PZR analizleri sonucunda literatiirle
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uyumlu olarak miRNA’larin mRNA'lardan daha kararli molekiiller oldugu saptanmaistir.
Ayni 6rneklerde miRNA ifadeleri i¢in yapilan qRT-PCR caligmalarinda sonuglar analizler
icin oldukga uygun iken, mRNA ifadeleri i¢in yapilan klasik ve qRT-PCR sonuglarinda
analizler i¢in 6rneklerin kalitesinin diisiik oldugu goriilmiis ve analizlerin yalnizca kiigiik bir
kismina devam edilebilmistir. Bu bulgular sonucunda; miRNA’larin rutinde yaygin olarak
kullanilan ancak klinik ve tanilama siire¢lerinde molekiiler analizler i¢in uygun kosullar
altinda saklanamayan Orneklerde bile oldukca kararli ve giivenli biyobelirte¢ adaylari

olduklar1 saptamustir.
miR-25 ve KLF4 iliskisi

Meta-miRNA’lar arasinda one ¢ikan miR-25’in hedefi olan ve biyoinformatik analizler
sonucunda bagimsiz sitoloji ve FFPE 6rneklerindeki ifadesi arastirilan KLF4 ¢inko parmak
motifleri iceren bir transkripsiyon faktoridur. KLF4 ifadesi, kék hicrelerin aktivitesi ve
kanser durumunda transkripsiyonel seviyede KLF4 promotorundaki CpG adalarindaki
hipermetilasyon veya histon proteinlerindeki metilasyon ile transkripsiyon sonrasi seviyede
ise miRNA’lar tarafindan diizenlenmektedir. Bu diizenleme birgok farkli sinyal yolagi
tizerinden gergeklesmektedir (107). KLF4 ifadesi ve aktivitesi doku tipi, timor tipi ve
derecesine bagli olarak kanser durumunda degiskenlik gosterebilir ve buna bagli olarak
tiimor baskilayici ya da onkojenik olarak gorev yapabilir (108). Ancak servikal kanserler de
dahil olmak (zere bircok kanser tlriinde yaygin olarak tiimor baskilayici olarak gorev
yapmaktadir (109). [n vivo calismalar KLF4’iin deri epitelinde yiiksek sekilde ifade
oldugunu ve epidermal bariyerin saglanmasina katkida bulundugunu gostermistir
(110)(111). Calismamizda normal, prekanser6z lezyon ve tiimor gruplariyla ve meta-
miRNA hedefleri ile yapilan biyoinformatik analizler sonucunda miR-25’in hedefi olan
KLF4’{in potansiyel bir mRNA biyobelirteci oldugu bulunmustur. Buna ek olarak, sitoloji
ornekleri ile yapilan QRT-PCR analizleri ve FFPE doku ornekleriyle yapilan
immunohistokimyasal boyamalar sonucunda da normalden invaziv kansere dogru artan
miR-25 ifadesi ile ters yonll olarak, literatiir ile benzer sekilde KLF4 ifadesinin ve protein
seviyesinin azaldigi saptanmistir (109). Daha 6nce miR-25 ve KLF4 iligkisi kii¢iik hiicreli
dis1 akciger kanseri ve solunum yolu diiz kas hiicreleriyle yapilan calismalarda
gosterilmesine ragmen servikal kanserlerde daha once raporlanmamustir (112)(113). Bu

sebeplerle bu tez caligmasi, servikal kanserlerde miR-25 ve KLF4 iliskisini gosteren ilk
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calismadir. Calismanin son asamasimda ise miR-25’in KLF4 tizerindeki etkisinin in vitro
olarak gosterilmesi, miR-25 ve KLF4’iin servikal kanser hiicrelerinin proliferasyonu ve
motilitesi Uzerindeki etkisinin belirlenebilmesi i¢in HeLa hiicreleri kullanilarak hiicre
kiiltiirti deneyleri gergeklestirilmistir. HeLa hiicreleriyle yapilan in vitro ¢alismalarda miR-
25 inhibisyonu sonrasinda KLF4 ifadesinde artis meydana geldigi saptanmistir. Bu bulgular
daha dnce qRT-PCR deneyleri ile uyumlu olarak miR-25’in KLF4 ifadesini negatif yonde

diizenledigini destekteklemektedir.

Literatire bakildiginda, bir¢ok calismada miR-25’in farkli genleri hedefleyerek birgcok
kanser turinde hicre proliferasyonunu ve motilitesini  indiikledigi gosterilmistir
(114)(115)(116). Buna ek olarak, Chen ve ark.lar1 KLF4’{in hiicre dongiisiinde gorev alan
genler ile yakin iliskili oldugunu ve hicre proliferasyonunun inhibisyonunu indiikledigini
gostermislerdir (117). Ayrica KLF4 ifadesinde goriilen kaybin hiicre proliferasyonunu
arttirarak deride timor olusumuna neden oldugu raporlanmustir (118). Tez kapsaminda
gerceklestirilen deneyler sonucunda da, Hela hiicrelerinde miR-25 inhibisyonu sonrasinda
artan KLF4 ifadesi ile birlikte hiicre proliferasyonunda ve motilitesinde azalma oldugu
gbzlenmistir. MiR-25’in hedeflerinin invazyonu destekleyen yolaklarda zenginlesmesi
sonucunda, ifadesi KLF4 tarafindan da negatif yonde diizenlenen, epitelyal-mezenkimal
doniisiim siirecinde ve matastazda 6nemli rol oynayan SNAIL proteininin transfeksiyon
sonrasindaki ifadesi de arastirilmistir (119)(120). Yapilan deneyler sonucunda literatir
bulgulariyla uyumlu olarak miR-25 inhibisyonuyla birlikte artan KLF4 ifadesine zit sekilde
SNAIL ifadesinin azaldig1 belirlenmistir. /n vitro deneylere ait bulgularin servikal
kanserlerde miR-25’in hiicre proliferasyonu ve motilitesi tzerindeki diizenleyici etkisini

aciklar nitelikte olabilecegi diistiniilmektedir.
6.2. SONUC

Bu tez calismasinda biyoinformatik ve laboratuvar teknikleri bir arada kullanilarak servikal
kanser olusum ve gelisiminde rol oynayan miRNA’lar ve hedefleri arastirilmistir. Caligma
literatirdeki mikrodizin ¢alismalarindan elde edilen verilere genel bir bakis agis1 saglayan
ve bir araya getiren bir meta-analiz yaklagiminimn sonucunda ortaya ¢ikan aday miRNA’lar
ve biyoinformatik ¢aligmalarla belirlenen hedeflerinin sitoloji 6rneklerinde arastirildig: ve

FFPE doku 6rnekleriyle dogrulandigi nadir ¢alismalardan birisi olmustur. Caligma sonuglar1
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Ozellikle non-invaziv ve diinyada 6nciil lezyonlarin taranmasinda yaygin olarak kullanilan
PAP smear Orneklerinin rutin degerlendirmesine ve HPV testlerine alternatif yaklagimlar
Onerebilecek bir dneme sahiptir. Analizler sonucunda, miR-25 ve hedefi olan KLF4’{in
servikal kanser olusum ve gelisim siirecinde One ¢ikan biyomolekiiller olduklari
saptanmustir. Caligma kapsaminda, ilk defa miR-25’in sitoloji materyallerinde prekansertz
gruplart normal Orneklerden ayirma potansiyeli olan bir biyobelirte¢ adayr oldugu
gosterilmistir. Sitoloji ve FFPE Orneklerindeki tutarh ifade degisiklikleri ve bircok 6rnek
tipindeki kararli yapilar1 ile miRNA’larimn servikal kanser Onciillerinin erken tanisinda
kullanilabilecek biyobelirteg adaylar1 olduklar1 ortaya ¢ikarilmistir. Sitolojik ornekler ile
calisgmak ve bu Orneklerde yapilan deneyler sonucunda biyomarker adaylar1 belirlemek,
sitolojik tanilamadaki zorluklarin asilmas1 konusunda 6nemli bir basamak olmustur. Bunlara
ek olarak, miR-25 ve KLF4 iliskisi servikal kanserlerde ilk defa gosterilmistir ve yapilan in
vitro deneyler ile bu molekullerin hiicre proliferasyonu ve motilitesi mekanizmalarinda

onemli gorevleri olabilecegi saptanmstir.
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EKLER
EK 1: Etik kurul onay1
EK 2: Sitoloji ve FFPE 6rneklerine ait RNA izolasyonu sonuclari

Toplanan sitoloji ve FFPE 6rneklerinden elde edilen RNA’lara ait miktar 6l¢iim sonuglart

asagidaki gibidir.

Cizelge 4.3. Sitoloji ve FFPE 6rneklerine ait RNA izolasyon sonuglar1

Ornek Adi Sitoloji 6rnekleri, RNA FFPE ornekleri, RNA
miktar (ng) miktar (ng)
Benign
N1 264,8 118.37
N2 74,48 308.75
N3 200,62 332.28
N4 111,69 238.07
N5 33,36 325
N6 253,11 263.09
N7 40,30 65.11
N8 286,06 192.62
N9 259,58 290.32
N10 165,90 331.46
N1l 66,55 238.74
N12 62,04 338.67
N13 262,79 230.96
N14 262,69 192.07
N15 110,01 244,18
N16 520,42 227.52
N17 474,90 168
N18 201,08 188.36
N19 214,77 49.89
N20 115,67 186.92
N21 125,07 214.68
N22 90,41 102.48
N23 275.27
LSIL
L1 42,50 113.43
L2 100,63 174.53
L3 464,97 154.73
L4 124,30 168.96
L5 172,92 107.75
L6 67,38 250.35
L7 83,55 11141
L8 61,65 172.09

103



L9 58,34 162.34
L10 173,24 169.74
L11 99,52 201.69
L12 93,71 179.31
L13 407,29 255.50
L14 54,82 245.41
L15 64,92 329-16
L16 80,49 179.51
L17 182,99 147.44
L18 245,60 246.27
L19 34,66 179.11
L20 221,42 204.81
L21 204,60 75.63
L22 70,48 226.6
L23 210,61

HSIL

H1 207,90 209.8
H2 98,71 194.84
H3 116,89 187.87
H4 175,31 204.19
H5 145,90 235.63
H6 231,34 216.97
H7 498,25 283.48
H8 59,71 216.11
H9 44,93 185.17
H10 83,87 281
H11 256,20 324.51
H12 100,34 276.55
H13 102,5 151.49
H14 58,59 244.78
H15 151,50 184.27
H16 119,99 241.21
H17 29,98 138.03
H18 192,54 219.09
H19 142,88 153.24
H20 149,12 258.98
H21 173.12
H22 163.28
ScC

S1 - 99.54
S2 - 123.23
S3 - 105.46
S4 - 126.21
S5 - 174.24
S6 - 156.80
S7 - 108.88
S8 - 327.63
S9 - 124.80
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S10 236.99
S11 318.47
S12 101.78
S13 224.59
S14 287.85
S15 86.83

S16 105.91
S17 222.43
S18 260.26
S19 317.43
S20 200.56
S21 1960.09
S22 224.4
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Feywards Cervical squamous cell earcinoma (SCC) is one of the common cancer fypes among women MicroRNAs (miR-
Cervical cancer NAs) are small non-eoding RMAs that play an important role in the formation and development of many eancer
Mt analyais types by regulating expression of their targets. While many studies have investigated the relationship between
ﬁ": miRNAs and eervieal cancer, no robust miRNA biomarkers have been defined vet for diagnosis of eervical lesions.
Cervical cytology In thiz study, we parformed a statistical meta-analbyziz to identify miBMAs and a class compaszion analyzis to
FFPE tizques evaluate mRNAs with the power to dizeriminate between nommal, intraepithelial lesions and invasive cancer

zamples. Differentially expreszed (DE) mBNAs were compared with the targetz: of meta-miRNAsz. After bio-
informatics analyziz and qRT-PCR validations with cytology samplez and FFPE tizzues, we defined miR-25 and itz
target ELF4 (Eruppel-like factor 4) as candidate biomarkers for in witro studies. Our results showed that miR-25
expression was significantly higher in precancerous lesions and invasive carcinoma while prezenting consiztent
expression patterns in both cytological and FFPE tizzue zampler. In line with this, itz direct target KLF4
expression decreazed in precancerous lezions in eytological samples and alzo in the invazive cancer group in FFFE
tizzues. Furthermore, in vitre studies showed that mir-25 inhibition decreazed proliferation and motility of Hela
cellz and promoted an increzze in the protein level of ELF4. We conclude that inhibition of miR-25 may upre-
gulare KLF4 expreszsion and regulate cell proliferagon and motility in cervical cancear.

nucleotides in length. They regulate expression of their targets by
mducing mBNA degradation or tranclational inhibition. MiRNAz are

1. Introduction

Cervieal cancer i reported as the fourth most commen and deadly
cancer among women [1]. Human Papillema Virus (HPV) plays a vital
role in the progress of cervical squamous cell carcinoma (SCC) as it
causes the formation of precursor lesions of invasive cancer. These le-
sions are graded into two groups: low-grade intraspithelial lesions (LSIL)
and high-grade intracpithelial lesions (HSIL). LSILs are the first step in
HFV infection and generally regress spontaneously ower years. In
contrazt, a small subgroup progresz to HElL:z and become permanent
while progressing to invasive canecer [2.3].

MicroRNAz (muiRNAz) are small non-coding RNAz of 19-20

mvelved in cancer development as fumor suppressors or cnecgenes
through their key roles In cell proliferation, differentiabion and
apoptosis. Their nvelvement in the progression of various cancer types
has been well studied [4-6]. miRNAs are also potential powerful bio-
markers for detecting precursor lesions or invasive cancers due to their
high ztability for biclegical analy=iz of blood or other body fluids and
tissues [7,8]. While several studiez have investigated the funetions of
muRMNAz, their precise role n the development of cervical cancer re-
mains umeclear.

Given that cervical cancer iz life threatening, it is important to detect

Abbrevimtions: ANOVA, analysiz of variance; FFPE, formalin fived paraffin embedded tissues; GEQ, gene expression omnibus; HPV, human papilloma vimes; HSIL,
high grade intraepithelial lesion; KLF4, Eruppel-like factor 4; LSIL, low grade intraepithelial lesion; mRNA mesrenger RNA; miBMNA, MicroBMNA; SCC, squamows cell

carcinoma; TOGA, the cancer genome atlaz.
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itz precursor lesions with high sensitivity and specificity before it be-
comes more invasive. This requires the identification of new specific
molecular biomarkers and mmwestigation of their funchions in the for-
mation and progrezsion of cervical cancer. Accordingly, in this study, we
aimed to identify specific miRMNA and mRMNA signatures that play key
roles in the development and progreszsion of the disease. We designed a
three-step study. First, we used bicinformaties analysis to identify
differentially expressed (DE) niRN Az and their mRNA targets in normal,
precancerous lesions and tumer samples. Second, we investigated the
exprezsion levels of selected miRNAz and their targets in independent
cytological and FFPE tissue samples of cervixes diagnosed as normal,
LsIL, HSIL and SCC. Third, we evaluated the effects of the candidate
muRNA and itz target mBNA on proliferation and cell motility in Hela
cells.

2. Materials and methods

We designed a threestep process to identify new potential bio-
markers for the detection of precursor lesions of cervical cancers and
explore their functons via in vire experiments. For this, first we iden-
tified bioinformatieally miRNAs and their targets in different patho-
logieal grades of cervieal lesions. We then measured their expression
levels in independent samples. Finally, we determined their functions in
preliferation and ccll motility in Hela celle. Fiz. 1. shows the general
workflow of the study.

Pathology - Resemrch and Proctice 222 (2021) 153435
2.1. Literature zearch and zelection of miRNA and mRNA datasets

The GEO (Gene Expression Ommibuz) and Array Express databases
were used to obtain miRNA and mRNA datasetz for bioinformatics
analyziz [9,10]. These dataset= were searched using the key words
“miRNA", "mBNA", “microarray”, “cervical cancer”, and “cervieal
mtraspithelial neoplazia™ together. We selected three miercarray studies
for miRNA analysiz (GSES1993 [11], GSE30656 [12] and GSE196]11
[12]) and two micrearray studies for mRNA analyzi= (GSE63514 [14],
GSE27678 [15]. These included at least three of the normal, LSIL, HSIL
and

SCC groups. Raw miRNA and mRNA expression data were then
downloaded (Table 1) before applying quantile normalization to all
samples with BRB-Array Tools. Each dataset was then restructured ac-
cording to its pathological mformation for standardization to be used in
the meta-analysie and elass comparison analysis.

2.2 Meta-analysis with miRNA datasets

Three miRNA studics were combined using the ANOVA-dependent
ranking-based meta-analyzis program, previoucly developed in our
laboratory [16]. We used thiz program to identify DE miRMAs that could
diceriminate between normal, LEIL, HEIL and 5CC samplee. In the first
step of the meta-analyzis, the zamples were grouped according to their
pathological statuz and ANOVA test were used to detect the p-values of

| miRNA | | mRNA |

5 o

I Searching and selection of the miRNA and mRMNA data sets I
s -

I Restructure the data according to stage information I

8 b

I ANOVA dependent ranking based meta-analysis I I Class comparison analysis I
5 8-

Identification of top meta-miRNAs and
pathway enrichment analysis

| List of DE mANA |

-3

I Prediction of targets of selected meta-miRNAs I

N

I Comparison of lists of target mRNA and DE mRNA ]
-
I TCGA data analysis for selected miRNAs I

-

Investigation of the expression of candidate miRNAs and mRNAs in independent
cytological and FFPE samples
=

I Selection of the potential candiate biomarkers I

5

In vitro analysis

Flg. 1. General flow chart of the study.
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Table 1
Deetailz of the miRNA and mRNA datazets uzed for meta-analysic and clasz
comparison analysis.

miRNA Platform Mommal LSIL  HSIL 5CC
studies
GEE51993 Mhumina Human +2 MicroBNA 7 9 il
expreczion beadchip
GEE30656 Agilent-016436 Human miRNA 10 15 10
Microarray 1.0
GEE19611 Mational DNA microarray 23 9 7 4
Eacility of Univerdity of Aveiro
miBNA chip 1.1
Total 40 18 33 14
mRNA Plasform Mormal  LSIL HSIL S5CC
srudies
GEE63514 Affymetric Human Genome 24 14 40 25
U133 Pluz 2.0 Array
GCEITETE Affymetrix Human Genome 14 11 21 bl
U133 Pluz 2.0 Array
U133A 2.0 Array
Total 35 25 61 56

muRNAs between groups. The miRNAs in the listz were then ranked
according to their pvalues for sach study. In the second step, the mean
of each miRNA's rank in all studies was ealculated to represent its real
rank in the meta-list, which was used instead of the significance value.

2.3. Pathway enrichment analysiz for meta-miBNAz

The DIANA-mirPath tool was uzed to determine the signaling path-
ways that the mRNA targets of meta-muRNAz were commeonly involved
in and for hicrarchical clustering analysiz to identify relationship be-
tween these miENAs [17]. Finally, the miRNAs that elustered in com-
mon pathways were selected for further analysiz.

2.4. Prediction of selected meta-miRNA targets

The targetz of celected meta-miRNAz were identified bio-
infomatically using the miRDB [18] [http://www. mirdb.org/] and
miRWalk  [19] [http://zmf umm uni-heidelberg de/appe/zmf,/mi
rwall2/] databases, which contain extensive predicted and validated
miRNA targets. The predicted targets from miRDB and validated tarzets
from muRWalk were then used o create the list of target genes before the
lists were intersected to detect common targets.

2.5. mRNA datazet analyziz and evaluation of DE genes

After normalization, the two mRNA datasets were used to identify DE
genes in normmal, precancerous lesions and SCC groups. Class comparison
analyziz (two-sample t-test) was performed with a minimum two-fold-
change (p < 0.05) for each normal, precancerous and invasive group.
The lists of DE genes obtained from these separate analyzes were then
combined and intereected with the list of target genes of selected meta-
miRNAs using Venny [20] (https://bicinfogp enb csic es/tools/venn
/).

2.6. TCGA dara analysis

The cervical cancer data (CESC) obtained from the Cancer Genome
Atlas (TCGA) were downloaded to evaluate the elinical zignificance of
the selected meta-miRNAs using Xena Browser [2]]. Threes normal and
306 tumor samples were compared with Mann Whitney U tests to
identify significant alterations in meta-miRNA expression levels in the
TGCA dataset.
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2.7. Sample collection and processing for gRT-PCR validation

The potential candidate miRNA: were walidated with liquid-based
cervical evtology samples collected in ThinPrep solution (Hologie,
USA) and formalin-fixed paraffin-embedded tizsucz (FFPE) obtained
from the Pathology Department of Baskent University, Turkey. The
cytological samples were included after routine pathological examina-
tion and subeategorized according te the Bethesda classification. The
ThinPrep tubes were stored at +4 “C until processing. The sample
population ineluded 22 women with normal evtology, 23 with LEIL and
19 with HSIL.

Sinee Pap smear testing iz commonly used for detecting precursor
lesions, the nvasive tumor cases could not be included in evtological
samples. MiENA experiments were performed with all samples, how-
ever, due to the RN A quality in evtological zamples enly 11 samples with
normal, 9 samples with LSIL and 5 samples with HSIL among the same
samples could be used for mANA experiments. For the tizsue analysis,
archival FFPE tissue samples were selected according to their lesion
types and tumor area zize. After microscopic sereening of each sample,
the lesien area was marked on a paraffin bleck and removed by a special
neadle for punch biopey to aveid peripheral tizsue contaminations. The
FFFE tiszues included 22 normal, 20 LSIL, 22 H5IL and 18 SCC samples
for the miBNA experiments. Because of the low RNA quality in the FFPE
tissues, these samples could not be used in the mRNA gRT-PCR
experiments.

2.8. Validatdon of meta-miRNAs and mRNAzs by qRT-FCR

2.8.]. RNA izolation

The total BNA from the cytological samples was extracted using
miRNeasy Mim Eit (agen, Germany) while the total BNA from the
FFPE samples was izolated using miBNeasy FFPE Kit ((iagen, Germany)
following manufacturer’s instructions. RNA quality and quantity were
cheeled with ManoDrop 1000 spectrophotometer (NanoDrop Technol-
ogies, USA).

2.8.2 cDNA synthesis

Mature muRNA cDNA was generated by using miSeript Il RT kit
(Qiagen, Germany). The total 20 pl reverse transeription mix contaimed
15 ng/pl RNA, 4 pl 5x miScript HiSpec Buffer, 2 pl 10x miSeript Nucleic
Mix, 2 pl miSeript Reverse Transeriptase mix and RNase free water. To
synthesize the cDNA Library, the mix was first incubated for 50 min at 37
“C and then the reaction was inactivated for 5 min at 95 “C.

The mBNA cDMNA was synthezized by using Transriptor High Fidelity
eDNA Synthesic Kit (Roche, Germany) aceerding to the manufacturer’s
mstructions. The cDNAz were stored at —20 “C for further analysis.

2.8.3. gRT-PCR

To quantify the expression levele of the miR-23, let-71, miR-26a,
miR2% and let-7d, quantitabive real-time polymerase chain reaction
(gRT-PCR) was performed using specific primers (miScript Primer As-
saye; Niagen) and miSeript SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Germany) on
the Roche Light Cycler 480 System. The PCR conditions were as follows:
denaturation at 94 “C for 15 5., annealing at 55 “C for 30 5. and extension
at 70 “C for 30 s. Specific primers for KLF4 were designed and qRT-PCR
was performed with Fast Start SYBR Green (Roche) PCR kit The primer
List iz given in Supplementary Table 1.

The qRT-PCR rezults were analyzed using 2 4% method [22]. The
geometric means of miR23a-3p and miR191-5p Ct values were used az
normalization factor to normalize the relative expression of miRNAz
while GAPDH Ct values were used for mRNA normalization [23].

2.9 Inmmunohistochemisoy

To measure KLF4 protein levels in the FFPE tizsues, IHC staiming was
performed with 17 normal, 13 LsIL, 12 H5IL and 18 SCC samples. The
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came samples were alzo used to determine miR-25 expression in the
qRT-PCR experiments. Five |im tizsue sections were deparafinized before
staining and all slides were stained with the Dakeo OMNIS (Agilent
Technelogies) automated staining platform. The default IHC protoeol
was used according to the manufacturer’s instructions. In the antigen
retrieval step, EDTA buffer (EnVFlex HRS, High pH) was uzed before the
glides were incubated for 30 min. with KELF4 rabbit antibody (1:200, 5t
John's). Nuclear staining was considered as positive staining while the
pereentage of immuneopositive cells per tissue section was determined by
two independent pathologists in a blinded manner.

2.10. Cell culture and mransfection

The human cervieal cancer cell line, Hela (ATCC® CCL2™) was
cultured in Dulbecco’'s modified Eagle's medium (SH30022.01,
HyClone), supplemented with 10 % fetal bovine serum (FBS) and 1 %
penicillin/streptomyein. It was maintained at 37 “C in a humidified
incubater with 5 % COy.

The Hela cellz were seaded into 6-well plates (2 = 10° cells/Awvell)
and incubated ovemnight before transfection. Transfecton was per-
formed with DharmaFect-1 Transfection reagent (Dharmacon, T-2001-
03), miR-25 inhibitor (Dharmacon, 1H-300498-07-0005) and miRNA
negative control (Dharmacon, IN-001005-01-05) aceording to the
manufacturer’s instruchons.

2.11. Cell proliferation and woundhealing assay

Proliferation and wound healing assay (WHA) were performed to
determine the effect of miR-25 inhibition on cell proliferation and
motility. For the WHA, after transfection, a wound was generated with a
20 pL tip and the proliferation and metility of cells were obeerved for 66
and 24 h respectively with real-time eell monitoring using the IncuCyte
53 Live-Analyeiz syetem. Proliferation waz analyzed with Incueyte Cell-
By-Cell Analyeiz software (ESSEN BIOSCIENCE, M1, USA). The zcraped
areas in the images taken at 0 b, 12 h and 24 h were measured using
Image J (NIH, USA) software.

2.12. Western blot analysiz

The Hela cells were harvested and lysed with Complete Lysis-M lkat
(Roche) after 72 h of transfection. Quantification of the cell lysate
protein concentrations was earried out using Coomaszie Plus Protein
Aszay Reagent (Thermo Scientific). 15 g of proteins were loaded from
each sample on 12 % SDS-PAGE gel and transferred to a polyvinylidene
fluoride membrane (L-08005-001, Advansta). After blocking with 5 %
milk powder in TBS-T, the membranes were incubated for 1 b with beta-
actin antibody (1:1000, Biolegend) at room temperature and overnight
at +4 “C with KLF4 antibody (1:1000, 5t John's) and SNAIL antibody
(1:1000, Cell Signaling) in 3 % milk powder in TB5-T. Following incu-
bation, horseradizh peroxidase-conjugated Anti-rabbit 1gG (1:10000,
Cell signaling) or Anti-mouse 1gG (1:3000, Biclegend) antibodics were
applied to the membrane as seconder antibodies. The specific protein
bands wers vizualized with Li-Cor Oddysevy Clx (Li-Cor Inc.) using
WesternBright Sirius Kit (F-12043-D20, Advansta). Quantitative anal-
yais of the signal intensity was performed using a professional image
analysis software, Image J (NIH,USA).

2.13. Statistical analysis

To compare the differences in miRNA expression levels between the
nermal, precancerous lesion and invasive cancer groups in both the
cytologieal and FFPE samples, all groups were analyzed with either one-
way ANOVA or Kruzkal Wallis tests with an appropriate post hoe test
depending en the resultz of normality and homogensity of variances
tests. For two group analyzes, Mann Whitney U or t-tests were per-
formed. Differences were considered sigmficant if p < 0.05. For
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acsessing normality of samples, histogram graphes, detrended normal -
0 plots, the coefficient of variation (positive if it is < 0.30), chewness and
Lkurtociz values and test of normality (Shapire-Wilk test) were examined
and if three out of five tests were poeitive, zample distribution was
considersd az normal

3. Results

2.1. Bicinformatic analyzes highlighted DE miRNAs and their targets
between normal and lesions of cervical samples

We used three independent muRNA microarray studics for the meta-
analysiz and two mBNA microamray studies for the class comparison
analysiz. In total, we obtained 40 normal, 18 LSIL, 33 HSIL and 14 sCC
samples from the miRNA studics and 38 normal, 25 LSIL, 61 HSIL and 56
S5CC camples from the mRNA studies (Table 1). ANOVA dependent-
ranking-based meta-analysiz was performed to find out DE miRNAs
(meta-miRNAz) between all lesion types and normal samples o all
datasets. Thizs meta-analysiz identified 70 meta-nuRNAE (Supplementary
Table 2). Based on their real rank scores, the top 10 meta-miRNAs were
selected for further analyzis (Table 2).

For further characterization of the funcions of these top 10 meta-
miRNAs, DIANA Tools-mirPath was used. The pathway enrichment
analysiz showed that their targets played important roles in cancer-
related pathways, such az cell eyele, p53 signaling pathway, adherens
Junction and viral carcinogenesis. In addition, the two-sided hicrarchical
clustering analysiz revealed the relationships between these meta-
miRNAs bazed on the pathways they were involved in Specifically,
muR-25, let-71, muB-26a and let-7d were clustered significantly ameng
the other miRNAs (Fiz. 2A). This significant clustering led us to foeus on
these four miRNAz because of their involvement in the same pathwayz.

In the next step, we used two independent databaszes (muRDEB andd
muRWalk) to identify the tarsets of the four selected meta-miRNAs.
Intersecting the common targets of the four miRNAs revealed that 345
genes were commeon targets. A class comparizon analyzis was performed
with two independent datasets (GSE63514 and GSE27678), which
showed that 391 genes between normal and L3IL, 1,044 genes between
normal and HSIL, and 1,988 genes between normal and SCC were
differentially exprezsed. We then used Venny to determine if the meta-
miRNA targets have common elements with DE mRNAs. This showed
that three genes, CA2, CDC6 and KLF4 are common for both the target
genes and DE mRNA:z (Fiz. 2B). Thus, the miRNA target and DE mRNA
analyses indicated that these three genes and miR-235, let-71, muR-26a
and let-7d should be used for further analysis.

3.2 TCGA data analysiz provided clinical significance of meta-miRNAz

We wanted to evaluate the climeal significance of the candidate
meta-miRNAs. To do so, we used the TCGA data set, CESC, to explore the
expression profiles of the selected meta-miRNAz in normal and cervieal
tumor tiseuss. Compared to nonmal tizsue samples, let-7i, miR-25 and
let-7d exprezsion were upregulated in tumeor samples whereas nmuR-26a

Table 2
List of top-ten meta-miFNAs.

Real rank miRNA The mean of rank
1 hoa-miR-2002* 335
2 hoa-let-7i 36.5
3 hoa-miR-145 46

4 haa-miR-150 a3

5 hoa-miR-2%a 33.5
& ho-miR-204 58

7 hoa-miR-25 9.5
g hoa-miR-143 60.5
-] hoa-miR-26a 65
10 haa-let-7d 78
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Flg. 2. (A). Heatmap for pathway enrichment analyziz resultz showing the pathways that the top-ten meta-miFNAz are commonly involved in (shown as columns)
and the most closely related miRNA clusters according to the hierarchieal clustering analysiz (shown as rows) (B). Intersection of the selected meta-miRNA targets
and DE mRNAs obtained from the clazs comparizon analysis.

expression was downregulated (Fiz. 3). However, these differences were for both sample types.
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Flg. 3. TCGA data analyziz remltz for the selectad meta-miBNAz uzing the CESC dara set. miR-25 and let-7d expression were upregulated significantly in tumor
zamples compared to nommal samples (Mann Whitney U; *p < 0.05).
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25 cxpression in the transition stage group differed significantly from
the normal group for the cytology samples and from the SCC group for
the FFPE samples (Fig. 44 and B). While there were also come significant
differences in expression levels for other meta-miRNA expression be-
tween the pathological subgroupe, these differences were not consistent
between either the sroups or sample types (Supplementary Fig. 1).

3.4. miR-25 and itz target KLF4 chowed reverse expression patterns in
both the cyiology and FFPE samples

Given the bioinformatics analyeis regults and the gRT-PCR results
from the miRNA expression experiments, we decided to investigate the
chinical significance of KLF4 as the target of miR-25. To measure KLF4
expression levels at different pathelogical stages, qRT-PCR analyeis was
performed with the eytological samples while IHC staining was applied
to the FFPE Hiszue zamples to examine KLF4 protein levels. This showed
that, in the precancerous lesion group, miR-25 expression increased
while expression of its target ELF4 significantly decreased in eytological
camples (Fig. 4C). For the IHC staiming, the percentage of immune-
positive cells was evaluated for each sample. This chowed that KLF4
expression was predominantly localized in the nucleus but cytoplasmic
stalmng was also apparent. There was only a clight decrease In staining
from the normal to precancercus lesions and no significant differences
between the normal, LSIL and HSIL groups. However, there was a
remarkable lack of KLF4 positivity in the tumor samples: the percentage
of KLF4 staining reduesd dramatieally from 90 % in normal and 83 % in
precancercus lesion tissues to 37 % in SCC tissues. Fig. 4D shows the IHC
rezults from all groups while Fig. 4E, F, G and 4H present reprecentative
IHC staiming images for cach group. To further aszes, the clinical sig-
nificance of KLF4 and miR-25 relationcship we performed TCGA data
analysiz with CESC dataset and concordantly found cut that KLF4
expression was lower in fumer samples compared to normal samples
while miR-25 expression was significantly high in tumor samples
(Supplementary Fig. 2).

3.5. Inhibition of miR-25 regulares cancer cell behavior in HeLa cells by
regulating KLF4

Teo validate the miR-25 and ELF4 relationship in cervieal cancer and
to chow their effects on cell proliferation and metility, we transfected
miR-25 inhibitor into Hela cells. Inhibition of miR-25 caused an upre-
gulation of KELF4 protein level (Fiz. SA). Consistent with the gRT-PCR
analysiz and IHC staining results, miR-25 and FLF4 expression were
conversely regulated in cervical cancer eelle.

Te investigate the role of miR-25 in cell growth, we performed a
proliferation assay with Hela cells. In comparizon with the mock
transfectsd and negative control treated group, the cell proliferation rate
was reduced significantly after silencing miR-25 in Hela cellz (Fiz. 5B).

Using a wound healing aszay, we further examined the function of
muR-25 en Hela cell metility, which iz the key step In malignant pro-
gression and metastasiz. Inhibitien of miR-25 activity in Hela cells
reduced cell motility compared to ser-transfected eells (Fig. 5C). We also
investigated Snail expression lewels, which iz a well-known mesen-
chymal marker, regulated by ELF4, and invelved in cell motility in
transfected Hela cells. Snail protein levels alse decreased after miR-25
inhibition (Fig. SA).

Taken together, these results demonstrate that miR-25 down-
regulation inhubited the migration and proliferation ability of Hela cells.

4. Discussion

In thiz study, we investizated miRNAs and their targets, which arc
invelved in the formation and progression of cervical carcinoma. MiR-
NAs play a key role in many biological processes, including caneer
development, by regulating their targets. Their expression levels vary in
different Hizsues and many studics report different exprezssion levels in
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normal and tumor tizsues [24]. The results of our study suggest that
muR-25 15 a prominent biomarker for diagnesing cervical lesions while it
may also induce the proliferation and metility of cervieal caneer eells by
targeting KLF4.

To identify candidate muRMNAz that can be used to discriminate be-
tween normal, precancerous lesions and invasive eervical careinoma, we
first uzed an ANOVA-dependent ranking-based meta-analyzic approach
by combining the results of different studies from the Literature [16].
This meta-analysiz increased the sample size and provided generalized
comparisons for DE miRNAs between normal and cervieal lesion grades.
From this meta-analysiz, we detenmined the robust DE miRN Az between
normal, precancersus and invasive lesions. In the next step of the bio-
mformatics analysis, pathway enrichment analysiz was performed to
define which signaling pathways the targets of meta-miRNAs are
mvelved . The results indicated that four meta-miRNAs (muiR-23,
let-7i, let-7d and miR-26a) may take part in the formation and pro-
gression of cervical cancer sinee their targets have roles in viral carei-
nogenesis, the p53 signaling pathway and the cell evele. Kumar et al.
reported that miR-25 regulates p33, whach plays a key role in
HPV-related careinogenesis [25]. On the other hand, miR-25, let-71 and
let-7d induce mitogenie stimulus and exit from quisseence by regulating
cyeline and cyelin-dependent kinases m the cell cyele while muR-26a
represses cyeline and reduces cancer cell proliferation [26]. These
findings support the potential contribution of these four meta-miRNAz
in the progression of cervical cancer.

The TCGA datasets contain detailed molecular and clinical data
about many cancer types and they are widely used for biomarker
identification, survival analyeis and identifying the biomolecules that
diztinguish between normal and tumeor samples [27-29]. We used TCGA
CESC data to evaluate the clinical sigmificance of four selected
meta-miRNAz in nermal and cervieal tumor samples. Concordant with
the meta-analysis results, muR-25 and let-7d expression was significantly
higher in tumer samples than normal tissues.

The recsults of the pathway enrichment analysiz with the meta-
muiRNAz and the TCGA data analysiz led us to investigate the expres-
sion profiles of these miRNAs in independent eervical samples. Using
qRT-PCR analyniz with independent samples, we confirmed that miR-25
iz the most prominent candidate to diseriminate intraepithelial lesions
and mvasive cancer from normal samples and from each other, both for
cytology and FFPE samples. Although many studies have shown the
oncogenic and tumer suppressor fimetion of miR-25 in different cancer
types, it i mainly deseribed az an oncogenic miRNA invelved in the
formation and development of many tumor typez [30,31]. The onco-
genie effect of miR-25 oversxpression has been well defined in several
cancer types, including hepatocellular carcinoma, lung cancer, gastrie
cancer, breast cancer and ovarian eancer [21]. For example, miR-25 iz
upregulated in head and neck squamous eell careinoma [32]. miR-25
levels are also elevated in intraepithelial lesions and invasive caneer
but alse miR-25 upregulation occeurs via HPV E7 encoprotein induction
[32]. Circulating levels of miR-25 are also higher in serum samples from
cervical cancer patients [34].

However, although various studies using eervical samples have re-
ported miR-25 upregulation, itz expression profile has not yet been
evaluated in evtology samples. Therefore, we included eytological as
well az FFPE samples to walidate miR-25 expression. Concordant with
the literature, we found a gradual and significant inerease in miR-25
expression from normal to precurser lesions to tumor state in both
cvtological and FFPE samples [12]. This is thus the first study to indicate
that miR-25 could be an early diagnostic biomarker for cervical eytology
samples. Moreover, previous studies suggested that miRNA: are more
stable biomalecules than mRNAs in vanous sample types, such az blood
or other body fluids, and FFPE tissues [7,2,35]. In line with the litera-
ture, we found for gRT-PCR analyziz that miRNAs are more stable than
mRNAs in both eervieal eytology and FFPE samples.

On the other hand, az a zine-finger containing transeription factor,
ELF4 plays a role in many tumor types, functioning commonly in tumor
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suppression including in cervieal cancer [26]. In vivoe studies show that it
iz highly expressed in slun epithelium and participates in the acquisition
of the skin barrier [37,38]. Our integrative analysiz with meta-miRNA
targets and DE mRNAz to compare normal and cervieal lesion stages
indicated that KLF4 is a potential mRNA marker, which iz the target of
miR-25. In addition, we showed a converse expression pattern between
the expression profiles of miR-25 and its target KLP4 in both cytology
and FFPE samples. That iz, while miR-25 expresgzion increased from
normal to tumor eamples, KLF4 expression decreased both in mRNA and
protein levels. The relationship between miR-25 and KLF-4 was previ-
cusly chown in non-emall eell lung cancer and airway smooth muscle
cell caneers but not in cervical eancer before [39,40]. Thus, the rela-
tionzhip betwesn miR-25 and its target KLF4 iz chown for the first ime
in cervical cancer in this study. Furthermore, to determine the molecular
function of miR-25 and KLF4 in cervical cancer, we performed in vire
experiments with the Hela cell line.

MiR-25 induces cell proliferation and metility in many cancer types
by targeting different genes [41-43]. In addition, Chen et al. reported
that KLF4 is strictly related to regulation of cell-cyele related genes and
induees the inhabition of cell proliferation and epithelial cell differen-
tiation while the lack of ELF4 expression leads to slin tumongenesis by
indueing cell proliferation [44,45]. In our study, after inhibition of
miR-25, KLF4 protein levels increased in Hela cells and, therefore, cell
proliferation was significantly reduced. We also found a correlation
between downregulation of miR-25 and reduction in cell motility with
WHA. Several studies have revealed that SNAIL expression playe an

important role in the EMT process and metastasis is negatively regulated
by ELF4 [46,47]. In parallel with the literature, SNAIL expression in our
study decreased in Hela eells transfected with miR-25 inhibiter, which
inereased ELF4 expression. Thiz may explain the regulative role of
muR-25 in cervical cancer cell motility. Concordant with our results,
Song et al. chowed that miR-25 reverses epithelial- mesenchymal tran-
sition in cisplatin-resiztant cervieal cancer ecells, which also emphasizes
the role of miR-25 in motility and invasion [42]. Taken together, our
findings may support the early prognostic potential of the miR-25 and
ELF-4 relationship in the development of cervical cancers.
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using PGM and 46 using 454. The general artifact

P LA

level and the artifact level specific for each nucleotide change
were determined.

Results: Sequencing artifact level was higher in PGM compared to 454.
The average noise level was 0.072 + 0.797 % and 0.034 + 0.616 %, and
the 95th percentile was 0.238 % and 0.128 % in PGM and 454, respec-
tively. In both methods the most common nucleotide changes were T>C
and A>G. The analytical sensitivity was defined as the 95th percentile of
C>T sequencing artifact level (0.18 % in PGM and 0.109 % in 454)
because this is the nucleotide change seen in T790M mutation, Based
on these analytical cut-offs, 27 (48 %) and 26 (56 %) cases were T790M
positive in PGM and 454 groups, respectively. Across both methods 77
cases had duplicate testing with an agreement rate of 74 %.

Conclusion: Deep sequencing methods could be applied to identify low
frequency point mutations in ctDNA.

PS-10-025

Translation initiation separates low and high grade and colon and
rectum carcinoma

N. Golob-Schwarzl”, C. Koller, S. Krassnig, M. Gogg-Kammerer, N.
Gantenbein, H. Bergler, B. Pertschy, S. Uranitsch, M. Holter, A. El-
Heliebi, J. Fuchs, A. Punschart, P. Stiegler, M. Keil, J. Hoffmann, D.
Henderson, H. Lehrach, C. Reinhard, R. Schicho, P. Fickert, S. Lax, A
Haybaeck

Medical University of Graz, Inst. of Pathology, Center for Biomarker
Research in Medicine, Austria

Objective: Colorectal cancer (CRC) is the third most

with ANOVA dependent ranking based meta-analysis
program to find out differentially expressed (DE) miRNAs that
can discriminate CIN1, CIN3 and SCC samples from normal sam-
ples. The top ten DE miRNAs with the highest ranks in meta-list
were selected and their predicted targets were identified by
miRDB target prediction tool. mRNA datasets were used for
miRNA-target validation and as a test dataset.

Results: Among the targets, 26 genes were found to be common
with the DE genes between normal and SCC groups from two
independent studies. Furthermore, they were used for classifica-
tion of normal and SCC samples in an independent mRNA test
dataset and they were able to classify these two groups with
100 % precision.

Conclusion: The meta-analysis results together with validation analysis
of their targets may point out the potential roles of miRNAs as biomarkers
for the diagnosis and prognosis of cervical cancer.

PS-10-027

Pre-analytical challenges during RAS testing: Tissue quality and the
estimation of tumour cell percentage

K. Dufraing”, C. Keppens, A. G. Siebers, G. Kafatos, K. Lowe, G.
Demonty, H. van Krieken

KU Leuven, Biomedical Quality A Igi

Objective: In addition to external quality assessment (EQA), lab-
oratories need tailored feedback about improving biomarker test-
ing practices. A workshop was organised to resolve issues related

cause of cancer related death worldwide. The step of initiation,
regulated by eukaryotic initiation factors (elFs), is d as rate

to the of tumour cell percentage and tissue quality as
part of a larger study on neoplastic cell content.

limiting step in protein synthesis. eIFs become major targets for
cancer therapy and are functionally linked to the PI3K/AKT/
mTOR signaling . However, little is known about their contribu-
tion in CRC. Therefore, we aimed to investigate the role of eIFs
and mTOR members in CRC.

Method: eIF and mTOR expression was analysed in primary low and
high grade CC and RC samples in comparison to controls without any
disease-related pathology on protein and mRNA expression. To assess the
b i ial of targeting elFs, siRNA knockdown experiments in

HCT rl 16 ccils were performed.
Results: Protein and mRNA levels of low grade and high grade CC and
RC patients led a significant up lation of mTOR bers and

Method: Lab ies that failed the 2016 EQA scheme were in-
vited to a workshop to improve RAS testing in Europe. An inter-
active course about tissue quality took place to stress the impor-
tance of the pre-analytical phase. During a microscopic session,
five H&E stained tumour tissue slides were discussed and tumour
cell p g i . Particif luded 4 pathologists, 3
molecular biologists, a technologist and a clinical geneticist from
6 laboratories.

Results: Tumour content is checked routinely by visual estimation
by the pathologist in 89 % of the 6 laboratories. The average
difference between the lowest and highest tumour content estima-
tion was 31 %. The sample with the largest difference (40 %) was

most elF subunits. Reducing eIF1, eIFS and eIF6 expression by inducible
knockdown in the HCT116 cell line led to increased levels of free ribo-
somal subunits.

Conclusion: Various elFs are altered; particularly eIF1, eIF5 and eIF6, in
low and high grade CC and RC thus aberrant translation initiation might
represent a novel in CRC carci is.

PS-10026

Meta-analysis based miRNA signature discriminates cervical cancer
from normal samples

A. Yiicel Polat”, Y. Oztemur Islakoglu, A. Aydos, S. Noyan, B. Gur
Dedeoglu

“Baskent University Medical School, Dept. of Pathology, Ankara
University, Biotechnology Institute, Turkey

Objective: The aim of this study is to identify miRNAs, which are
playing a part in progr of cervical ia by a ranking based
meta-analysis approach.

Method: Three mRNA and three miRNA expression studies,
which include normal, CIN1, CIN3 and SCC samples were select-
ed from Armray Express and GEO databases, miRNA studies were

dered the most difficult due to inflammatory cell infiltration
and necrosis. For non-pathologists this difference was even larger
(60 %).
Conclusion: This workshop stressed the importance of the pre-
analytical phase and provided feedback to the laboratories.
Harmonizing tumour cell percentage determination is needed to
improve biomarker testing and therefore, further research was ini-
tiated.

PS-10-028

Redox genes expression is down regulated in colorectal adenocarcinoma
L. Carvalho”, P. Jegundo, R. Pandeirada, M. Reis Silva, A. Alarcdo, A. F.
Ladeirinha, V. Sousa, S. Balseiro

“Faculdade de Medicina de Coimbra, Dept. de Anatomia Patolégica, Portugal

Objective: Oxidative stress plays an important role on colorectal can-
cer (CRC) develop Superoxide di (SOD) and glutathi-
one transferase (GPT) are are enzymes responsible for the detoxifi-
cation of superoxide ROS. Although the action mechanisms of these
enzymes in CRC is still uncertain. This study aimed to determine
MNSOD, SOD3, GSTT1, GSTMI and GSTPI expression levels
among colorectal cancer subjects.
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Meta-analysis based miRNA signature discriminates cervical cancer from normal

samples
Aysegul Yucel Polat 12, Yasemin Oztemur Islakoglu !, Alp Aydosl, Senem Noyan! and Bala Gur Dedeoglu!

IBictechnology Institute, Ankcara University, Ankara, Turkey
I Deparment of Pathology, Baskent University Medical School, Ankara, Turkey

ABSTRACT

Gynaccological cancers are commion problems in famale bealth Sguamous cell carcinoma (SCC) is 2 type of these malizroncies This tamor type is derived fom pre-
cancerous lesions, which is called cervical intraspithalial neoplazia (CIN) CINM is classified 23 CIN1, CIN2 and CIN3 according to their dysplasia grade in the cervical
tiszues miRMAs are small nor-coding P2V As that were shown to have mpartant roles in the development and progression of various cancars.

The zim of thiz stody is to identify miFN Az, which are playing a part in proeression of cervical neoplasia by 2 ranking bazed meta-analysis approach

The metz-analysis rasults together with i stlico validation analysis of their targsts may peint out the potentizl rolss of miB W As az biomarkers for the diaznesis and prognesiz
of cervical cancer.

METHODS RESULTS

O miBHA and mRNA pricoamey shodies related with cenvical cancer were searchad in I Lt of o subser of menz-miRNAs
v meiramray datshases, GEO and ArrayEoress Table 2. Top 10 meta-miRNAs and their ranling values.

0 3 miFMAand I mBINA sudiss wars zelacted for metz-aabysis and | mRNA sody was

- miENA the mean of rank real ramk
umed a: 2 control (test) data (Takls 1) ez miF-200a* 335 1
hz-let-T1 36.5 2
Table 1. The GEQ " ArvavExpress ID: of the studies uzed for mets-analyziz hrzif- 145 25 3
bea-milt-150 53 4
GED irray Expremn]D | ¥o of Narmal XN al CINL Mool CINS KaolSCC h!a-m.l'.R_-ZDa SR -3
A radie hez-rul-204 30 g
e z i i hes-pif-23 303 T
= - = = uza-paifl-143 [ g
= = = = hzz-rul-26a 53 o
=T hizz-let-Td T8 10
LisE kL] 14 # ]
3 IT Predicion gf mete-miRNA torgers and commmem gene sem
i1 p=1 & E9
R4 swdy at camral 2% zeme: wmere fmnd to be commm between met-miRNA targets and differentially

e ET] sxprezzed genss batween nommal, TN, CONE and 507 soups.

O Teree mFIMA stodies were combined with ANOWVA dependent ranking bassd meta-
analyzis program which was developsd in our lzboratory o nd out 2 miFNA siznamre
that can dizcrimirags CINI, CING and SCC samplss Som rommal samples. The fop ten
eniFITAs with tha hizhes: ranks in meta-1ist were zelected for Sirther analyzis

O Pradicted targats of these miRNAs were identifisd by miRDE tarzet predictiontoal.

O Two mFNA datessis were selectsd for Ondins ouf differsmtally expressed gemes
betwesn CIN1, CING, BCC and nomeal samples For detectine differertially enpressad
genes, clas: comparizon ool of ERE-Amzy Tools was applied to these datesets Aftar
that diferentially sxpreszad zemss were compersd with met-miPMA-arzse and
CONITN ERnes Were axfracted.

. i - . . : drn Eoe A m ta Fizure 1. Venn diapram of common genes of mets-miR™A targets and differentially
D;ﬁtﬁ:ﬂ} expressed mAMNAs were validated on 2 conmol dam for detectins the expressed mRN Az, 23 zana: wars found to be cammon by very

IIT Tesomg the prediceve poveer of iffferemtally expressed mBN 4z a5 grade markers

[Commna ] mis | in the sady GEES 750
] _ ! . ) i
[ sewch and dowlosd e dsts To test the discromimative powsr of aforemsntiored 15 zsmes they wers usad for
1 1 clazsification of romnal and 32T samples in an independamt mBIA test daiaszet and they
[Rerineciunt the tlata scooring o grade | wrers abla to classify thaze tao roups with 100%G pracision
nbge P
1 L
ANOWA Srpendest | | Clam somparazn
ranking buned wrth BEH vy
mets-amdbain = —_—
| | —_ | P — . | [1] .=
LAl of rrafi-rmidNA [ Lt ol e iy Il
L rxprewed mEMA
A —
of 130ge1 geret. i matchang G
Silterenm ity wpreined gpenes
1 :
ideritifying Lhe marisry
|

Testing on comtrol Ssts

CONCLUSIONS
3 The mets-znalyziz results togsther with validstion anzlysiz of their targets

may point gut the potential reles of miFII Az 2 biomarkers for the dissnosis - - " . BN A
and proguosis of cervical Fizure ! : Hierarchical chustering of the :amples and meta-miBN Az

121




	ETİK BEYAN
	ÖZET
	ABSTRACT
	TEŞEKKÜR
	İÇİNDEKİLER
	ŞEKİLLER DİZİNİ
	ÇİZELGELER DİZİNİ
	SİMGELER DİZİNİ
	1. GİRİŞ
	2. KURAMSAL TEMELLER
	2.1. SERVİKAL KANSER
	2.1.1. SERVİKS HİSTOLOJİSİ
	2.1.2. HUMAN PAPİLLOMA VİRUS (HPV)
	2.1.3. SERVİKAL SKUAMOZ HÜCRELİ KARSİNOM PATOGENEZİ VE ÖNCÜL LEZYONLARIN SINIFLANDIRILMASI
	2.1.4. SERVİKAL İNTRAEPİTELYAL LEZYONLARIN VE SKUAMOZ HÜCRELİ KARSİNOMUN SİTOPATOLOJİSİ VE HİSTOPATOLOJİSİ
	2.1.5. SERVİKAL KANSER ÖNCÜLLERİNİN ERKEN TANISINDA VE ÖNLENMESİNDE KULLANILAN YÖNTEMLER
	2.1.5.1. Pap Test
	2.1.5.2. HPV Testi ve HPV Aşısı


	2.2. MİKRORNA’LAR
	2.2.1. MİKRORNA BİYOGENEZİ
	2.2.2. MİRNA’LARIN ETKİ MEKANİZMASI VE GÖREVLERİ

	2.3. SERVİKAL KANSER OLUŞUM VE GELİŞİMİNDE miRNA’LARIN ROLÜ

	3. GEREKÇE VE AMAÇ
	4. MATERYAL VE YÖNTEM
	4.1. MATERYAL
	4.1.1. BİYOİNFORMATİK ANALİZLERDE KULLANILAN ÇALIŞMALAR
	4.1.1.1. miRNA Mikrodizin Verileri
	4.1.1.2. mRNA Mikrodizin Verileri
	4.1.1.3. TCGA (The Cancer Genome Atlas) Verileri

	4.1.2. DENEYSEL LABORATUVAR ANALİZLERİNDE KULLANILAN NORMAL VE HASTA ÖRNEKLERİ
	4.1.2.1. Sıvı-Bazlı Sitoloji Örnekleri
	4.1.2.2. Formalin İle Fikse Edilmiş Parafine Gömülü (FFPE) Doku Örnekleri

	4.1.3. RNA İZOLASYON KİTLERİ, CDNA SENTEZ REAKSİYONU KİTLERİ, QRT-PCR KİTLERİ VE CİHAZLAR
	4.1.4. PRİMERLER
	4.1.4.1. miRNA Primerleri
	4.1.4.2. mRNA Primerleri

	4.1.5. HÜCRE KÜLTÜRÜ MALZEMELERİ VE HÜCRE HATLARI
	4.1.6. PROTEİN İZOLASYONU
	4.1.7. WESTERN BLOT DENEYLERİ İÇİN KULLANILAN CİHAZLAR VE ANTİKORLAR
	4.1.8. İMMUNOHİSTOKİMYASAL BOYAMALAR İÇİN KULLANILAN CİHAZLAR, KİTLER VE ANTİKORLAR

	4.2. YÖNTEM
	4.2.1. PREKANSERÖZ LEZYON VE KANSER DURUMUNDA DEĞİŞEN MİRNA VE HEDEF GENLERİN BİYOİNFORMATİK ANALİZİ
	4.2.1.1.Mikrodizin Çalışmalarının Bulunmasına Yönelik Literatür Araştırması
	4.2.1.2. Meta-Analiz
	4.2.1.3. Mikrodizin Veri Analizi
	4.2.1.4. Meta-miRNA’lar ve Hedef mRNA İlişkilerinin Elde Edilmesi
	4.2.1.5. miRNA Hedeflerine Göre Yolak Analizi
	4.2.1.6. TCGA Veri Analizleri
	4.2.1.7. Kümeleme Analizi

	4.2.2. BİYOİNFORMATİK ARAÇLAR İLE NORMAL, PREKANSERÖZ LEZYON VE İNVAZİV KANSER DURUMUNDA DEĞİŞTİĞİ ÖNGÖRÜLEN MİRNA VE MRNA’LARIN SIVI-BAZLI SİTOLOJİ ÖRNEKLERİ VE FFPE DOKU ÖRNEKLERİ KULLANILARAK DOĞRULANMASI
	4.2.2.1. Normal, LSIL ve HSIL Tanısı Almış Bireylere Ait Sıvı-Bazlı Servikal Sitoloji Örneklerinin Seçimi ve Uygulanacak İşlemler İçin Hazırlanması
	4.2.2.2. Normal, LSIL, HSIL ve SCC Tanısı Almış Bireylere Ait FFPE Doku Örneklerinin Seçimi ve Uygulanacak İşlemler İçin Hazırlanması
	4.2.2.3. Sıvı-Bazlı Sitoloji Örneklerinden RNA İzolasyonu ve Miktarının Belirlenmesi
	4.2.2.4. FFPE Doku Örneklerinden RNA İzolasyonu ve Miktarının Belirlenmesi
	4.2.2.5. Sıvı-Bazlı Sitoloji Örnekleri ve FFPE Doku Örneklerine Ait RNA’lar ile Mirna Çalışmaları İçin cDNA Sentezi
	4.2.2.6. Sıvı-Bazlı Sitoloji Örnekleri ve Ffpe Doku Örneklerine Ait RNA’lar ile mRNA Çalışmaları İçin cDNA Sentezi
	4.2.2.7. Sitoloji ve FFPE Örneklerine Ait mRNA’lar Klasik PZR Yöntemi ile Kontrolü
	4.2.2.8. Sitoloji ve FFPE Örneklerinde miRNA İfadelerinin qRT-PCR Yöntemi ile Doğrulanması
	4.2.2.9. Sitoloji Örneklerinde mRNA İfadelerinin qRT-PCR Yöntemi ile Doğrulanması
	4.2.2.10. KLF4 Protein Düzeyinin FFPE Doku Örneklerinde İmmunohistokimyasal Boyama Yöntemi ile Değerlendirilmesi

	4.2.3. HÜCRE KÜLTÜRÜ DENEYLERİ İLE DOĞRULAMA ÇALIŞMALARI
	4.2.3.1. Hücre Kültürü Sisteminin Kurulması ve Devam Ettirilmesi
	4.2.3.2. Transfeksiyon
	4.2.3.3. Hücre Proliferasyonunun Araştırılması
	4.2.3.4. Hücrelerin Motilitelerinin Belirlenmesi

	4.2.4. PROTEİN İZOLASYONU
	4.2.5. WESTERN BLOT DENEYLERİ
	4.2.6. İSTATİSTİKSEL ANALİZLER


	5. ARAŞTIRMA BULGULARI
	5.1. BİYOİNFORMATİK ANALİZLER SONUCUNDA ELDE EDİLEN BULGULAR
	5.1.1. META-ANALİZ SONUCUNDA ELDE EDİLEN MİRNA LİSTESİ
	5.1.2. GRUPLAR ARASINDA İFADESİ DEĞİŞEN MRNA’LARIN BELİRLENMESİ
	5.1.3. META-MİRNA HEDEFLERİNİN BİYOİNFORMATİK OLARAK BELİRLENMESİ VE DE MRNA’LAR İLE KARŞILAŞTIRILMASI
	5.1.4. META-MİRNA’LARIN HEDEFLERİNİN ROL OYNADIĞI SİNYAL YOLAKLARI
	5.1.5. TCGA VERİ ANALİZİ
	5.1.6. META-MİRNA HEDEFLERİ İLE GERÇEKLEŞTİRİLEN KÜMELEME ANALİZİ SONUÇLARI

	5.2. DENEYSEL ANALİZLER SONUCUNDA ELDE EDİLEN BULGULAR
	5.2.1. REFERANS GEN SEÇİMİ
	5.2.2. SİTOLOJİ VE FFPE ÖRNEKLERİNDE MİRNA İFADELERİNE AİT QRT-PCR ANALİZİ SONUÇLARI
	5.2.3. SİTOLOJİ ÖRNEKLERİ MRNA DENEYLERİ İÇİN SENTEZLENEN CDNA'LARIN KONTROLÜNE AİT KLASİK PZR SONUÇLARI
	5.2.4. FFPE ÖRNEKLERİ MRNA DENEYLERİ İÇİN SENTEZLENEN CDNA'LARIN KONTROLÜNE AİT KLASİK PZR SONUÇLARI
	5.2.5. SİTOLOJİ ÖRNEKLERİNDE MRNA İFADELERİNE AİT QRT-PCR ANALİZİ SONUÇLARI
	5.2.6. KLF4 İFADESİNİN FFPE DOKULARDAKİ DEĞİŞİMİNİN DEĞERLENDİRİLMESİ
	5.2.7. İN VİTRO ÇALIŞMALAR
	5.2.7.1. MİR-25’İN HELA HÜCRELERİNDE KLF4 PROTEİN DÜZEYİ, PROLİFERASYON VE MOTİLİTE ÜZERİNDEKİ ETKİSİ



	6. TARTIŞMA VE sonuç
	6.1. TARTIŞMA
	6.2. SONUÇ

	KAYNAKLAR
	EKLER
	ÖZGEÇMİŞ
	TEZDEN ÇIKAN YAYINLAR

